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RESUMO

A biorremediacdo € uma técnica ecoldgica de baixo custo, que utiliza plantas e
micro-organismos para descontaminar ambientes. Alguns estudos tém
demonstrado que a interacdo entre plantas fitorremediadoras e bactérias
podem melhorar a eficiéncia da biorremediacdo. A planta aquatica Salvinia
auriculata possui resisténcia a diversos metais, inclusive ao chumbo (Pb), um
dos metais mais toxicos encontrados na natureza, que nao possui funcao
biologica para os seres vivos. Recentemente foram isoladas bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV) dos tecidos dessa planta. O
objetivo do presente trabalho foi selecionar BPCV resistentes a Pb para
inoculacdo em S. auriculata sob estresse com metal. Para tanto, foi avaliado o
crescimento de 18 cepas bacterianas isoladas de S. auriculata em meio de
cultivo sélido LB com 1, 7 e 14 mmol L' de Pb(NOz3).. As bactérias mais
resistentes foram selecionadas para o ensaio de Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) com concentracdes crescentes de Pb em meio de cultivo sélido a
partir de 7mmol L?! até a minima concentracdo do metal que inibiu o
crescimento das bactérias.Em seguida, a bactéria selecionada como mais
resistente a Pb foi submetida ao ensaio de resisténcia a Pb(NOs)em meio
liquido, no qual o metal se encontra mais disponivel ao organismo, em
concentracdes crescentes de Pb(NO3)2 até a maxima concentra¢do de7,5 mmol
L-1.Ensaios de inoculagdo da bactéria na planta foram realizados em casa de
vegetacdo durante 9 dias. No quarto dia foi adicionado 2,5 mg L* Pb(NO3)2.
Como resultado, foi observado que todas as bactérias resistiram a menor
concentracdo do metal avaliada. Sete bactérias resistiram até 7mmol Lt e
nenhuma bactéria foi capaz de crescer em 14 mmol L de Pb. E importante
destacar que mesmo a menor concentracdo de Pb utilizada, esta bem acima do
nivel permitido pela legislacdo ambiental brasileira em agua doce, que é 0,05
umol L. No ensaio de CIM foi verificado que a bactéria mais resistente foi a
cepa de Bacillus toyonensis 3.1.3.0.X.14, que obteve a CIM de 10 mmol L1de
Pb(NO3)2. Em meio liquido, a bactéria foi capaz de crescer na presenca da
maior concentracdo testada, mesmo apos 72 h de exposicdo ao metal. O
resultado dos ensaios de inoculagdo da bactéria na planta mostrou que na
presenca da bactéria houve incremento significativo (p<0,05) de biomassa
fresca (20,3%) e biomassa seca (26,8%), comparando-se 0s tratamentos
contendo Pb. Da mesma forma, ao avaliar o extravasamento de eletrolitos, a
bactéria reduziu o dano celular (13,6%), minimizando os efeitos negativos
causados pelo metal e protegendo a planta. Desta forma, foi possivel obter
uma bactéria candidata a inoculante em sistemas contaminados com Pb,
juntamente, com a planta aquatica S.auriculata.

Palavras-chave: Poluicdo industrial; ambiente aquatico; interacao planta-
bactéria.



ABSTRACT

Bioremediation is a low-cost ecological technique that uses plants and micro-
organisms to decontaminate environments. Some studies have shown that the
interaction between phytoremediation plants and bacteria can improve the
efficiency of bioremediation. The aquatic plant Salvinia auriculata has
resistance to several metals, including lead (Pb), one of the most toxic metals
found in nature, which has no biological function for living beings. Recently,
plant growth promoting bacteria (BPCV) have been isolated from the tissues of
this plant. The objective of the present work was to select Pb resistant BPCV for
inoculation in S. auriculata under metal stress. For this purpose, the growth of
18 bacterial strains isolated from S. auriculata in solid culture medium LB with 1,
7 and 14 mmol L-1 of Pb (NO3) 2 was evaluated. The most resistant bacteria
were selected for the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) assay with
increasing concentrations of Pb in solid culture medium from 7mmol L-1 to the
minimum concentration of the metal that inhibited the growth of the bacteria.
Then, the bacterium selected as the most resistant to Pb was subjected to the
Pb (NO3) 2 resistance test in liquid medium, in which the metal is more
available to the organism, in increasing concentrations of Pb (NO3) 2 until the
maximum concentration of 7.5 mmol L-1. The inoculation tests of the bacteria in
the plant were carried out in the greenhouse for 9 days. On the fourth day, 2.5
mg L-1 Pb (NO3) 2 was added. As a result, it was observed that all bacteria
resisted the lowest available metal concentration. Seven bacteria resisted up to
7mmol L-1 and no bacteria was able to grow on 14 mmol L-1 of Pb. It is
important to highlight the one with the lowest concentration of Pb used, it is
above the level allowed by Brazilian environmental legislation in fresh water,
which is 0.05 umol L-1. No MIC assay was selected for the bacteria most
resistant to the Bacillus toyonensis strain 3.1.3.0.X.14, which recorded the MIC
of 10 mmol L-1 of Pb (NO3) 2. In a liquid medium, a bacterium was able to grow
in the presence of the highest concentration tested, even after 72 h of exposure
to the metal. The results of the bacterial inoculation tests on the plant showed
that the presence of the bacteria had a significant increase (p<0.05) in fresh
biomass (20.3%) and dry biomass (26.8%), comparing the tests containing Pb.
Similarly, when evaluating or extracting electrolytes, a bacterium reduced cell
damage (13.6%), minimizing the effects caused by the metal and protecting a
plant. In this way, it was possible to obtain a candidate bacterium to inoculate in
systems contaminated with Pb, together with an aquatic plant S.auriculata.

Keywords: Industrial pollution; aquatic environment; plant-bacterial interaction.
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INTRODUGCAO

Atualmente, a populacdo mundial estimada é de 7,6 bilhdes de pessoas.
A projecdo da ONU é que até 2100 a populacéo atinja 11,2 bilhdes de cidad&dos
no mundo (ONU, 2017). Neste contexto, fatores como crescimento
populacional, mudancas climaticas, aumento do consumo dos recursos
naturais e urbanizagcdo representam desafios para o0s sistemas de
abastecimento hidrico. A ONU prevé que até 2025, metade da populacéo
mundial estard vivendo em areas com escassez de agua (ONU, 2019). Os
principais elementos que colocam em risco esse recurso sdo o0 aumento do
despejo de esgoto doméstico ndo tratado, combinado ao escoamento agricola
e as aguas residuais oriundas da industria (ONU, 2018).

A poluicdo causada pelos metais tem sido uma das preocupacodes
mundiais, pois quando liberados nos corpos d’agua e superficies terrestres,
alguns metais como o PB podem ser altamente toxicos e cancerigenos, devido
a capacidade de bioacumulagcdo — ja que nao sao biodegradaveis, e
biomagnificacdo — que é o consequente acumulo dos ions metalicos nos
diferentes niveis troficos da cadeia alimentar (CUI et al., 2011; SRIVASTAVA;
AGRAWAL; MONDAL, 2015).

O Pb é considerado pela Agéncia de Registro de Substancias Toxicas e
Doencas,a segunda substancia mais perigosa presente no ambiente, atras
somente do arsénio (As). Isso se deve a alta toxicidade do Pb e sua ocorrente
frequéncia em ambientes que oferecem riscos a saude humana (RAHMAN;
SINGH, 2019).

Uma técnica promissora para remedicdo de ambientes contaminados é a
biorremediacado, que consiste na utilizacdo de organismos vivos, como plantas
e micro-organismos para remover contaminantes do ecossistema. Essa técnica
tem recebido atencdo ao longo dos anos por apresentar baixo custo e ser
considerada ecofriendly (AYANGBENRO; BABALOLA, 2017).

Salvinia auriculata € uma macrofita aquatica flutuante utilizada em
programas de monitoramento decorpos d’agua passiveis de eutrofizagao, pois
€ considerada uma planta bioindicadora (WOLFF et al., 2009). Além disso,
demonstrou em diversos trabalhos resisténcia a metais, como Cu, Cd e Pb,

sendo uma planta com potencial para ser utilizada em tratamento de efluentes
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industriais (BIZZO, 2014; MODENES et al., 2009; WOLFF et al., 2012). Nos
altimos anos, estudos realizados com outras macrdfitas:Lemna minor
(ISHIZAWA et al., 2017), Typha angustifélia (SAHA et al., 2016) e Typha
domingensis (SHAHID et al.,, 2020), tém mostrado melhor eficiéncia no
tratamento de contaminantes através da associacdo de plantas aquaticas e
bactérias. Elas agem promovendo o crescimento vegetal e protegendo a planta
contra estresses (LOPES et al., 2017). Todavia, ainda h& poucos trabalhos
sobre a interacéo de S.auriculata e micro-organismos (Souza, 2019).

Neste sentido, o presente trabalhou estudou a resisténcia a Pb em
bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) previamente isoladas de
S. auriculata. Em seguida, foi avaliada a resposta da interagédo entre a planta
aquatica e a bactéria selecionada como mais resistente em meio contendo

concentracoes de Pb.
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1 REVISAO BIBIOGRAFICA
1.1 POLUICAO AMBIENTAL AQUATICA

Segundo ANA, 2018, de toda &gua presente no planeta, 97,5% é
salgada, portanto, inadequada para consumo direto e para irrigacdo. Dos 2,5%
de agua doce, a maior parte (69%) é de dificil acesso, pois esta concentrada
nas geleiras, 30% sdo aguas subterrdneas e apenas 1% encontra-se como
agua superficial. Apesar disso, o Brasil possui grande quantidade de agua doce
disponivel, com em média 12% do total existente em todo planeta (ANA, 2018).

Atualmente, estima-se que a utilizacdo de agua anual no planeta é de
aproximadamente 4600 bilhdes de m® o consumo vem aumentando cerca de
1% ao ano. Por isso, a grande preocupacdo com o despejo de efluentes e a
qualidade da agua nos corpos hidricos (UNESCO, 2019). Conforme as
informacBes do banco de dados da FAO AQUASTAT, desse total de agua
extraido no mundo, 44% sao consumidos e 56% s&do liberados como aguas
residuais. No entanto, 80% dessas &aguas residuais sdo despejadas sem
tratamento nos corpos hidricos (WWAP, 2017), o que faz com que 12% da
populacdo mundial beba agua de fontes inseguras (UNICEF, 2015).

Dentre as substancias toxicas encontradas na agua, destacam-se 0s
metais, que devido as atividades antropogénicas, tém suas concentracdes
aumentadas rapidamente nos ecossistemas de agua doce (STRUNGARU et
al., 2015). Usinas de energia, industrias de mineracao e catastrofes ambientais
contribuem para o acréscimo alarmante desses poluentes em determinados
compartimentos da natureza(FAO, 2009). O Brasil, por exemplo, vem sofrendo
com o rompimento de barragens de rejeitos de mineradoras.

Em 2015, um evento no municipio de Mariana (MG) liberou 34 milhdes
de m3 de rejeito no Rio Doce, comprometendo 77 km de cursos d agua,
incluindo Areas de Preservacdo Permanente (IBAMA, 2015). Segundo a
Agéncia Nacional de Aguas (ANA, 2016), a passagem da lama causou
aumento significativo na concentracdo de metais como Pb, que foi
detectado165 vezes acima do limite aceitavel para dgua doce de Classe 2, de

acordo com CONAMA. Zooplanctons coletados na area mostraram um padréo
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de acumulacdo dos metais que coincide com 0s niveis encontrados na agua,
indicando que esses metais no rio encontravam-se disponiveis para
assimilacao pela fauna plancténica, podendo contaminar toda a cadeia tréfica
(ANA, 2015). Em 2019, um novo rompimento de barragem de rejeitos na
cidade de Brumadinho (MG) liberou pelo menos 12 milhdes de m? de rejeito de
minério que contaminaram a bacia do rio Paraopeba, um dos afluentes do rio
Sao Francisco. A presenga de metais acima dos valores permitidos pela
legislacdo brasileira foi encontradana agua do rio apés o rompimento da
barragem (THOMPSON et al., 2020).

Apesar de alguns metais como Zn e Cu atuarem como micronutrientes,
sendo essenciais para 0s seres vivos ao realizar fungcdes em reacoes
enzimaticas e no transporte de elétrons, quando encontrados em
concentracfes elevadas, esses elementos se tornam toxicos. Outros metais
nao essenciais como mercurio Hg, Pb e Cd, mesmo em concentragcdes muito
reduzidas ja causam danos a célula, pois ndo desempenham funcéo bioldgica
conhecida (BIELMYER-FRASER et al., 2017; NIES, 1999; RAHMAN; SINGH,
2019).

O dano causado pelos metais se deve a capacidade que esses
elementos tem de interagir diretamente com proteinas e &cidos nucléicos,
causando alteracbes no sistema bioldgico, que desestruturam membranas
celulares, enzimas e material genético. A toxicidade dos metais agrava-se
ainda pela producédo exacerbada de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
€ desencadeada, causando estresse oxidativo (FLORA; MITTAL; MEHTA,
2008). O Pb por exemplo, quando estd em contato com o organismo, pode
interagir com a membrana plasmatica,entrando nas células via transportadores
de metais divalentes essenciais(canais Fe?*, Ca®* e Zn?*).Entdo, com 0 seu
acumulo no meio intracelular, o metal reage com os componentes da célula,
causando aumento de radicais livres hidroxila (HO), superoxido (O2) e o
peréxido de hidrogénio (H202). As células agora sob estresse oxidativo sofrem
degradacdo de lipidios, proteinas e &cidos nucléicos, culminando em lise
celular (JAN et al., 2014).

Dessa forma, em um ambiente contaminado com metais, toda a cadeia

trofica pode ser prejudicada, desde as plantas, os microrganismos e até os
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animais. Por isso, € necessario entender as caracteristicas de cada metal e a

sua acédo sobre a biota.
1.2 O METAL CHUMBO

O Pb é um metal cinza-azulado extraido de minérios constituintes da
crosta terrestre. Ele pode formar compostos organicos e inorganicos obtidos
pela sua combinacdo com outros elementos quimicos. As principais
caracteristicas do Pb s&o: resisténcia a corrosdo, capacidade de formar ligas
metélicas, maleabilidade e baixo ponto de fusdo (BRASIL, 2017). Devido as
essas propriedades fisicas e quimicas Uteis para a industria, o Pb foi um dos
primeiros metais a ser utilizado pelos seres humanos e seu uso permanece
crescendo (LEVIN et al., 2020).Em 1970, o consumo de Pb era de cinco
milhdes de toneladas por ano. Em 2016, esse valor alcangou aproximadamente
11 milhdes de toneladas (ILZSG, 2017).

O Pb é utilizado em industrias téxteis, industrias de ceramica e vidro,
refino de petréleo e mineragcdo. O metal também é empregado na fabricacédo de
baterias e na producdo de ligas (bronze e latdo), PVC, borrachas, cabos
elétricos, soldas de pecas e chapas elétricas (FREITAS et al.,, 2008;
GRIGOLETTO, 2011). Os principais produtores de Pb sdo a China (49%) e a
Australia (13%) (USGS 2016). A alta demanda chinesa por este metal deve-se,
principalmente, pela producédo de veiculos elétricos que utiliza Pb (SUN, 2016).

Ha alguns casos de contaminacdo por Pb em pessoas relatados no
mundo. Na cidade de Flint, em Michigan (EUA), assim como em alguns lugares
da Europa e América do Norte, construcbes antigas possuem a rede de
encanamento de agua com materiais a base de chumbo (RAAB, 1993). No ano
de 2014, houve uma mudanca na captacdo da agua que abastece a cidade de
Flint, deixando de usar agua do lago Detroit para captar agua no rio Flint (CITY OF
FLINT, 2014). Porém, a agua do rio continha alta razdo massa cloreto/sulfato e
nao foi utilizado um inibidor de corrosdo ao sistema, 0 que ocasionou a
lixiviagdo do Pb da tubulacdo, contaminando a agua. Um teste em uma das
casas da cidade constatou que o teor de Pb era 0,104 mg L, sendo o nivel
recomendado pela Agéncia Americana de Protecdo Ambiental (Regra do
chumbo e do cobre) de 0,015 mg L* (EDWARDS M, TRIANTAFYLLIDOU S,
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2007; HANNA-ATTISHA, 2016; NPR, 2016). Em um estudo realizado em 2016,
mediu-se os niveis de Pb no sangue de criangcas menores de cinco anos, antes
e depois da mudanca no sistema de abastecimento de agua da cidade de Flint.
Os resultados evidenciaram que os niveis de Pb no sangue aumentou depois
da mudanca na fonte de agua. Em outras cidades ndo houve mudanca
significativa (HANNA-ATTISHA, 2016).

Neste sentido, cresce a preocupacdo com a geracdo de residuos
metélicos e a sua agdo no ambiente (SUN, 2016). A introducdo do Pb no meio
aguatico, por exemplo, resulta em diminuicdo na qualidade da agua com efeitos
nocivos aos organismos podendo trazer danos a saude humana pelo acamulo
do metal ao longo da cadeia alimentar (ETTLER, V., 2006; MODENES et al.,
2009; NAIK; DUBEY, 2013).

Segundo a resolugcdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA n° 357, os niveis de Pb ndo devem exceder 0,01 mg L1 (0,03 umol L
1) em agua doce classe | (destinada a recreacgédo e irrigacdo) e 0,03 mg L*
(0,09 pumol L*) para a classe lll (destinada para consumo humano apés
tratamento convencional). Todavia, tém se observado um aumento nos niveis
de Pb em compartimentos aquéticos (COSME; LIMA, 2018). Por exemplo, uma
pesquisa realizada no lago Aratimb@, na cidade de Umuarama-PR,verificou que
as concentracbes de Pb na agua estavam acima da concentracao limite
exigido pelo CONAMA para agua doce de Classe lll. Os niveis encontrados
variaram entre 0,15 mg. L-! a 0,08 mg. L-! em todos os pontos coletados
(CONSALTE et al., 2019).

A toxicidade do Pb esta relacionada a diversos fatores, um deles é a
biodisponibilidade (TAGLIAFERRI; ENZWEILER, 2008). No ambiente aquatico,
0S metais tendem a acumular no sedimento (SHRIVASTAVA et al., 2003) e
podem ser liberados na coluna d’agua, dependendo das condi¢bes ambientais,
tornando-se biodisponiveis (KHAN et al., 2005).0 aquecimento global e as
mudancas climaticas tém aumentado a biodisponibilidade de Pb, pois os
acréscimos de temperatura resultam na acidificacdo de alguns ambientes, o
que intensifica a liberagdo desse elemento nos compartimentos e a exposi¢céo
dos seres vivos ao metal (LEVIN et al., 2020).

No ser humano a exposicdo a Pb pode causar efeitos danosos,

principalmente, ao sistema nervoso (encefalopatia crbnica, alteragbes
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cognitivas e de humor, e neuropatia periférica) e aos rins (nefropatia com
gota, insuficiéncia renal cronica e sindrome de Fanconi). Alguns sintomas da
exposicao ao Pb séo: fadiga; irritabilidade; distdrbios do sono; dor de cabega;
dificuldades de concentracdo; fraqueza nos dedos, pulsos e tornozelos;
célicas abdominais; anorexia; nauseas; constipacdo intestinal; diarréia;
anemia; aborto em gravidas; parto prematuro; desenvolvimento neuroldgico
comprometido em criangas; e infertilidade masculina. Em casos mais graves,
0os danos cerebrais e renais podem levar a morte (NEILSON; NISHANTA,
2012; BRASIL, 2017).

Estudos realizados no municipio de Bauru - SP, onde funcionava uma
fabrica de baterias automotivas, revelou que apdés oito anos da interdicdo da
empresa, ainda havia excesso de Pb na area. Em 65% das amostras de solo
analisadas e em 43% das amostras de vegetacao foi encontrado contaminacéo
com o metal. Em relacdo aos bovinos da regido, 57% dos animais amostrados
apresentaram intoxicacdo com Pb. Além disso, alimentos produzidos no local
como leite bovino, mandioca, ovo e tilapia foram considerados impréprios para
consumo (MUNHOZ, 2010).

Assim, é possivel observar que a geracdo de residuos e o seu descarte
inadequado sdo prejudiciais ao ambiente e a salude humana, tornando-se
necessario desenvolver tecnologias de gerenciamento que ndo apenas
possibilitem o descarte adequado, mas também garantam a seguranca e
sustentabilidade do processo (KOSHLAF et al.,, 2019; LONG et al., 2018).
Alguns métodos convencionais ja sado utilizados para remocdo de metais da
agua, tais como: evaporacdo, eletrélise, oxidacdo ou redugcdo quimica,
tratamento eletroquimico, precipitacdo e adsorcao. No entanto, esses métodos
sdo caros, especialmente se for necessario tratar grandes volumes de
efluentes contaminados (MIRETZKY; SARALEGUI; FERNA, 2004; VOLESKY,
2001).0 gasto global com esse tratamento de residuos varia de US $ 25 a 50
bilhdes por ano (PILON-SMITS, 2005; TSAO, 2003). Isso faz com que paises
em desenvolvimento tenham dificuldade de adotar alguns métodos
convencionais devido aos recursos financeiros limitados, sendo necessario
explorar novas possibilidades (RAJAKARUNA; TOMPKINS; PAVICEVIC,
2006).
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1.3 BIORREMEDIACAO

Nos ultimos anos, as técnicas de biorremediacdo tém se destacado na
descontaminacao de ambientes poluidos. Isso se deve a varios fatores, como o
baixo custo do processo e a reprodutibilidade em escala laboratorial
(MALLMANN et al., 2010). Biorremediacdo ¢ o método de tratamento que
utiliza organismos vivos para degradar, transformar, remover ou imobilizar
contaminantes ambientais (ARORA et al., 2018; MANI;, KUMAR, 2014;
SAXENA; BHARAGAVA, 2016).

A fitorremediacdo é um tipo de biorremediacdo que utiliza plantas para
remediar locais contaminados com poluentes organicos e inorganicos
(RAJAKARUNA; TOMPKINS; PAVICEVIC, 2006). O mecanismo utilizado pela
planta para remediar o poluente pode variar de acordo com a espécie vegetal
empregada no processo e o0 poluente a ser tratado (BOLISETTY;
PEYDAYESH; MEZZENGA, 2019). Na Figura 1 sdo apresentados diferentes
mecanismos encontrados em plantas fitorremediadoras, que viabilizam a

remocgéao de contaminantes.
Figura 1. Mecanismos de fitorremediacao.
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Fonte: Adaptado de PILON-SMITS(2005).

Como pode ser observado, na fitoextragdo o metal é absorvido do solo
ou da agua pelas raizes da planta, onde fica armazenado ou é transportado,
sendo acumulado na biomassa vegetal (MAHAR et al, 2016). A
fitoestabilizacdo reduz a biodisponibilidade dos metais, de modo que as plantas
conseguem imobiliza-los no solo ou nos proprios tecidos apds absorcdo pelas
raizes (CUNNINGHAM; OW, 1996; KHALID et al., 2017). Na fitovolatilizacdo, o
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7

poluente absorvido € translocado e liberado em uma forma volatil pela
superficie da planta na atmosfera (LIMMER; BURKEN, 2016). Ja na
fitodegradacédo, os poluentes absorvidos sdo degradados por enzimas e
transformados pela planta em moléculas mais simples e menos tdxicas
(PILON-SMITS, 2005). E importante destacar que tais mecanismos podem
ocorrer simultaneamente na planta. Por exemplo, em zonas humidas, €&
frequente a ocorréncia de acumulacao, estabilizacédo e volatilizagdo ao mesmo
tempo, 0 que torna a descontaminagao ainda mais eficiente (HANSEN et al.,
1998).

O Pb pode ser captado e translocado em plantas. Mas a exposi¢cdo a
elevadas taxas deste metal causa varios sintomas de toxicidade no vegetal,
como reducdo da biomassa, clorose e escurecimento do sistema radicular.
Além disso, o Pb inibe a fotossintese, altera a nutricio mineral e o balanco
hidrico, modifica o estado hormonal, afeta a estrutura e permeabilidade da
membrana, provoca a reducdo da divisdo celular e aumenta a geracédo de
EROs (SHARMA; DUBEY, 2005; ZULFIQAR, 2019).

As plantas, com o decorrer do tempo, desenvolveram mecanismos de
adaptacdo as condicdes estressantes, podendo apresentar diferentes formas
de resistir a contaminacdo por metal. Essas respostas podem variar de acordo
com as caracteristicas de cada espécie vegetal e com o0s elementos
causadores do estresse (SOUZA,; SILVA; FERREIRA, 2013).

Mecanismos intracelulares ou extracelulares podem ser efetuados pelas
plantas para inibirem os efeitos prejudiciais dos metais. Sado exemplos:
adsorcao a parede celular, compartimentacédo em vacuolos, aumento do efluxo
ativo de metais e inducao de niveis mais altos de quelatos metalicos como um
complexo protéico. As fitoquelatinas sdo produzidas a partir de glutationa, uma
molécula antioxidante que se liga aos ions Pb, levando ao seu sequestro e,
portanto, serve como componente importante do mecanismo de desintoxicacao
das plantas (GUPTA; HUANG; CORPAS, 2013; KUMAR, et al., 2020).

Muitas plantas aquaticas, como Pistia stratiotes, Eichornia spp., Lemna
spp.e Salvinia spp., tém sido estudadas para determinar o potencial e a eficacia
da fitorremediacéo. A selecdo dessas espécies deve considerar caracteristicas,
como a alta taxa de crescimento e a resisténcia aos poluentes. Nesse sentido,

as plantas flutuantes tém se destacado por apresentarem alta producédo de



19

biomassa e elevada absorcdo de metais em comparagcdo com plantas
aguaticas submersas e emergentes. (REZANIA; MAT; FADHIL, 2016)

1.4 AS MACROFITAS AQUATICAS E Salvinia auriculata

Plantas aquaticas, também chamadas de macroéfitas aquaticas (macro=
grande; fita= planta), englobam desde macroalgas até angiospermas.
Geralmente, essas plantas séo divididas utilizando uma classificacdo arbitraria
de acordo com os habitos de vida (PADIAL; AA., BINI; LM., THOMAZ, 2008).
Existem sete formas descritas: 1) macroéfitas submersas enraizadas ou fixas,
que crescem totalmente submersas na &agua, com estruturas reprodutivas
acima do nivel da 4gua; 2) macrofitas com folhas flutuantes ou flutuantes fixas
sdo plantas enraizadas com folhas flutuando na superficie da agua; 3)
macrofitas flutuantes livres permanecem flutuando com as raizes abaixo do
nivel da superficie da agua; 4) macroéfitas emergentes ou emersas sao
enraizadas, porém com folhas podendo alcancar grande altura acima do nivel
d'agua; 5) macrdfitas anfibias sdo encontradas na interface agua-terra; 6)
macrofitas submersas livres permanecem flutuando submersas na agua; e 7)
macrofitas epifitas, que se estabelecem e se desenvolvem sobre individuos de
espécies flutuantes livres ou fixas (TRINDADE et al., 2010).

S.auriculata € uma macrofita aquatica flutuante da familia Salvinaceae,
conhecida popularmente como orelha-de-onca (Figura 2). Muito comum em
agua doce, é encontrada em lagoas naturais, barragens artificiais e rios
(FORNO, I.W. AND HARLEY, 1979). Anatomicamente, essas pteriddéfitas tém
rizomas horizontais, mas néo apresentam raizes. Possuem talo piloso, delgado
e ramificado. Sdo compostas de trés folhas que saem de um Unico n6, com
duas folhas verdes flutuantes e uma folha sem clorofila, submersa, finamente
dividida e semelhante a uma raiz. As folhas flutuantes tém formato oval e
apresentam tricomas. Na folha submersa estdo presentes os soros (estruturas
reprodutoras) e apesar da semelhanga com raizes pela cor esbranquicada,
essa estrutura possui esporangeos e o0 seu desenvolvimento e anatomia é o
mesmo de uma folha (BARROS; XAVIER, 2007; FORNO, 1983).
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Figura 2: Planta aquatica S.auriculata.

Folha flutuante

(od by:
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Fonte: Adaptado de BARROS; XAVIER(2007).

No ambito da fitorremediacdo, o género Salvinia tem se destacado
(Tabela 1). Essas plantas apresentam propriedades e mecanismos Uteis a
remocdo de substancias téxicas, podendo ser utilizadas em processos de
tratamento de efluentes industriais, uma vez que acumulam concentragbes
consideraveis de metal em seus tecidos (COSME; LIMA, 2018; HENARES;
CAMARGO, 2014; WOLFF et al., 2009).Além disso, possuem ciclo de vida
curto, o que acelera o processo, duplicando sua biomassa no periodo de 3 a 5
dias (VIDAL, R.A.; LAMEGO, 2007; ESTEVES, 2011).

Uma espécie de S. biloba Raddi ja demonstrou grande capacidade de
remocao de Pb em solucdo com concentracdes de 2,65 + 0,07, 12,62 + 0,02 e
30,57 + 0,01 mg L ~'. Além disso, a toxicidade do Pb nas plantas foi avaliada
pela quantificacdo de fatores fisiolégicos, em suas folhas modificadas
semelhantes a raizes e suas folhas aéreas . Pigmentos fotossintéticos
(carotendides, clorofilaa,b etotal) e antioxidantes, teor de -carboidratos
soltveis e indice de estabilidade das membranas foram afetados a medida que
a concentracdo de metal aumentava. Os resultados desse trabalho,
demonstraram que em geral, a degradacao radicular foi mais visivel do que
nas folhas, sugerindo uma maior acao das folhas modificadas na remocao de
Pb por S. biloba Raddi.
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Tabela 1: Resisténcia a metais em Salvinia.

Espécies Metais Concentragdo (mg. L-1) Referéncias

Cu 5,0 FREITAS et al. (2018);
Salvinia biloba Hg 0,2 CASAGRANDE et al. (2018);

Pb 19,6 +0,5 ZEVALLOS et al. (2018).
Salvinia rotundifolia Cr 20 PONCE et al. (2019).

Hg 12

. e IRAWANTO (2018);
Salvinia molesta cd 70 da SILVA et al. (2018).

Pb 8,4

As 3,9
Salvinia natans Hg 0,3 SITARSKA et al. (2015).

(F:’g 01’003 PANFILI et al. (2017);
Salvinia minima Ni 0 4 IHA, BIANCHINI (2015);

' PRADO et al. (2015).

Zn 1,0

Cr 0,4

83 g*j PANFILI et al. (2017);
Salvinia auriculata Pb 270 WOLFFet al. (2009);

7n 10’ 0 ESPINOZA-QUINONES et al. (2009);

Ag 10.0 PALACIO et al. (2020).

Fonte: Adaptado de SILVA(2019)

Embora essas plantas tenham mecanismos de adaptacdo para resistir a
contaminantes e até mesmo remové-los do ambiente, a interacdo com micro-
organismos pode melhorar a fisiologia vegetal em situacdes de estresse.
Assim, espécies incluindo fungos, bactérias e algas, tém sido estuda das por
sua capacidade de degradar e remover poluentes quimicos téxicos (SHUKLA;
TRIPATHI; MISHRA, 2020). E os estudos de interacdo entre plantas e
microrganismos tém demonstrado o papel de BPCV na protecdo da planta
contra estresses por metais (MA et al., 2016).

1.5 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

As plantas sdo colonizadas por uma diversidade de micro-organismos,
sendo as bactérias o grupo encontrado em maior riqueza e abundancia (GRAY;
SMITH, 2005). As BPCV séo um grupo de bactérias benéficas caracterizadas
por auxiliar o ganho de biomassa vegetal. Isso se da por mecanismos diretos e
indiretos (GARCIA-FRAILE; MENENDEZ; RIVAS, 2015).

No caso dos mecanismos diretos, o ganho de biomassa pode ocorrer
através da producdo bacteriana de compostos inddlicos, que regulam o

alongamento, a divisdo e a diferenciacéo celular nas plantas. As BPCV também
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podem promover a mobilizacdo de nutrientes do solo como o fésforo (P), que &
um macroelemento essencial para os seresvivos (LUDWIG-MULLER, 2015).

Os mecanismos indiretos atuam protegendo o vegetal contra estresses
bi6ticos ou abidticos (MA et al., 2016). Nesta situacdo, as BPCV neutralizam
0S impactos negativos causados pelos estresses, seja na defesa contra
patdgenos vegetais ou na protecdo contra contaminantes, como 0S metais
(GARCIA-FRAILE; MENENDEZ; RIVAS, 2015; LOBO et al., 2019).

Desde a década de 1980, as BPCV vém sendo estudadas como uma
alternativa sustentavel ao uso de fertilizantes quimicos para aumentar o
rendimento de culturas agricolas. A bactéria Azospirillum, por exemplo, é
comumente associada a cereais (TEJERA et al, 2005) e também foi relatada
como capaz de melhorar o rendimento das culturas de arroz (SAHOOet al,
2014). Espécies pertencentes aos géneros Gluconacetobacter e Herbaspirillum
sdo endofitos da cana-de-acucar e contribuem para a fertilizacéo e para fixacao
biolégica de nitrogénio (MUNOZ-ROJAS, CABALLERO-MELLADO, 2003;
VARGAS, 2003).

Neste sentido, nas ultimas duas décadas, pesquisas ambientais também
se dedicaram a estudar BPCV aplicadas a fitorremediacdo. Em trabalho
recente, as cepas das bactérias Bacillus filamentosus YSP110 e Bacilluscereus
YSP4 demonstraram potencial para promover o crescimento da planta
Medicago sativa, além de auxiliar na remediacdo de Zn e Pb em solos
contaminados (YAHAGHI et al., 2019).

A associacdo benéfica entre plantas aquaticas e BPCV vem sendo
estudada. Uma cepa de Enterobacter foi isolada da planta aquética Eichhornia
crassipese apresentou caracteristicas para promocao do crescimento vegetal e
capacidade de acumular Pb (BAHIG EL-DEEB A, YOUSSUF GHERBAWY A C,
2012).

As bactérias apresentam diversas estratégias para resistir aos metais.
No caso do Pb, especificamente, as estratégias conhecidas sdo:1) diminuicdo
da concentracéo intracelular por sistemas de fluxo de Pb; 2) seqlestro do ion
metélico por ligacdo a proteinas e peptideos de ligacdo a metais intracelulares,
como a metalotioneina tipo BmtA; 3), sequestro por componentes
polissacaridicos da parede celular; 4) adsorcédo de Pb por radicais carboxila e

hidroxila na superficie celular; 5) biossorcdo do metal na parede celular e
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espaco periplasmico (bioacumulacao), 6) precipitacdo de Pb mediada por
bactérias redutoras de sulfato, 7) precipitacdo catalisada pela enzima fosfatase
(PbrB) (Figura 3) (NAIK; DUBE, 2013; NAIK; DUBE, 2016).

Figura 3: Mecanismos de remediagcao a Pb em bactérias.
Bactérias redutoras de sulfato

6 SOJ':» S
Pb*2+ S2 meipe- PHS (s)
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Ph*2 - Fosfato de Chumbo i Pi
(PbrB)

BACTERIA

Sequestro de chumbo por
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P
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Biossorcao de chumbo em
parede celular e espaco periplasmico

Fonte: Adaptado de NAIK; DUBE, 2013.

S. auriculata ja demonstrou resisténcia a Pb. A planta ndo sofreu dano
guando submetida a exposicdo de até 2,0 mg L* do metal.Somado a isso, foi
capaz de remover Pb do meio. Os mecanismos utilizados para fitorremediacéo
foram a adsorcdo e a bioacumulagdo, confirmando o potencial da macrdfita
para tratar aguas residuais contaminadas com o metal (MODENES et al.,
2009). No entanto, ndo € do nosso conhecimento, trabalhos com BPCV em
associagao com S. auriculata visando a remediagéo de Pb.

Estudos recentes do grupo de Microbiologia Ambiental da UENF/IFRJ
isolaram leveduras e BPCV de tecidos de S.auriculata e outras macrofitas
aquaticas. Os resultados mostraram que as bactérias resistiram até 9 mmol L*
de Cu e quando a cepa de Enterobacter sp. foi inoculada em S.auriculata na
presenca 0,01 mmol L' deste metal, a planta ndo apresentou reducdo de
biomassa, diferente do tratamento controle com Cu mas sem a presenca da
BPCV (SILVA,2019). Em outros trabalhos, uma cepa da levedura Yarrowia
lypolitica resistiu a altas concentra¢ées de Cu (23 mmol L), Co (15 mmol L) e
Zn (51mmol L), promoveu o crescimento de S.auriculata e auxiliou na
remocdo de Cu (BARROSO, 2018; GOMES, 2020). No entanto, ndo ha

estudos desses isolados em resposta a Pb.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Selecionar BPCV isolada de S. auriculata resistente a Pb e analisar a
capacidade de promocéo do crescimento sobre a planta aquatica em condi¢des

de estresse na presenca deste metal, para possiveis processos de

biorremediacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A- Realizar screening com 18 isolados bacterianos em meio sélido contendo o

metal e selecionar cepas mais resistentes;

B- Realizar ensaio de concentracao inibitéria minima (CIM) com as sete cepas

selecionadas e determinar o isolado mais resistente;

C- Obter a curva de crescimento da bactéria resistente em meio de cultivo LB;

D- Avaliar a resisténcia a Pb dessa cepa através do cultivo em meio liquido

com concentracdes crescentes do metal,

E- Avaliar a capacidade desta bactéria de proteger a planta aquética S.
auriculata na presenca de Pb através de ensaio de inoculagdo em casa de

vegetacao.
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3 METODOLOGIA
3.1 MATERIAL VEGETAL

A planta utilizada nesse estudo foi a macrofita aquatica S. auriculata,
gue é mantida em casa de vegetacdo na UENF desde 2013, apés ser coletada
na Lagoa do Jacu (21° 43' 33,8" S e 41° 20' 22,4" O). A lagoa do Jacu foi
formada em uma area de varzea do rio Paraiba do Sul, onde
subsequentemente foi construida uma estrada, que impediu a conexao com o
rio, de modo que ano a ano, o tamanho da lagoa vem reduzindo. Localizada
proxima a regido urbana, a lagoa apresenta caracteristicas de eutrofizacao,
devido ao vazamento de esgoto doméstico e reducdo da area por aterramento
(VILACA et al., 2011).

Na casa de vegetacao, as plantasforam cultivadas com solugéo nutritiva
de Hoagland (em mmol L™ 6 KNOsz; 4Ca(NOs)2.4H20; 2 NHsH2PO4; 1
MgS0a4.7H20; 0,021 FeEDTA; 0,05 KCI; 0,25 H3BOs3; 0,002 MnS0O4.H20; 0,002
ZnS04.7H20; 0,0005 CuS04.5H20; 0,0005 NazM004.2H20) com ¥ da forga
iGnica, pH 5,8 + 0,2 (HOAGLAND; ARNON, 1950). Para realizagcdo dos ensaios
as plantas foram aclimatadas por sete dias na solucéo nutritiva. Os individuos
adultos e sem danos visiveis no tecido vegetal foram selecionados para a

experimentacéo (apéndice A) (BIZZO et al., 2014).

3.2 MICRO-ORGANISMOS E MANUTENCAO DAS CEPAS

Ensaios de cultivo com 18 bactérias previamente isoladas da planta
aquatica S.auriculata foram realizados (SILVA, 2019). As bactérias foram
identificadas por SILVA (2019) e descritas como BPCV por apresentar
caracteristicas como fixar nitrogénio atmosférico, produzir compostos indélicos
e solubilizar nutrientes (SILVA , 2019).

A manutencdo das cepas foi realizada mensalmente. Para isso, as
colbnias isoladas foram inoculadas em meio de cultura e cultivadas até atingir
densidade optica (DOsoonm) igual a 1,0.Um volume de 800 pL desta cultura foi

transferido para microtubos de 1,5 mL aos quais foram adicionados 200 pL de



26

glicerina 50% e homogenizado. Esses isolados sdo mantidos e armazenados a
-70 °C no biofreeezer do LFBM/UENF em Campos dos Goytacazes (RJ).

3.3 MEIO DE CULTIVO

Para cultivo das bactérias foi utilizado meio LB, com a seguinte
composicdo em g L™: 10 NaCl, 10 triptona e 5 extrato de levedura. O pH do
meio foi ajustado para 7,0 com NaOH a 2%. Os componentes foram dissolvidos
em 4gua destilada, em garrafas de 1 L e esterilizados em autoclave a 121 °C

por 20 min. Para meio sélido foi adicionado 15 g L agar.

3.4CONDICOES DE CULTIVO

Para realizacdo dos ensaios, foram utilizados protocolos padronizados
no laboratoério. O cultivo das bactérias foi realizado a 30°C. As placas de Petri
foram incubadas em estufa bacteriolégica (Shaker SL-222, SOLAB) por 24 h no
cultivo em meio sdlido. Para o cultivo em meio liquido, foram utilizados tubos
de 50mL, contendo 5mL de meio LB e a bactéria. Os tubos foram colocados

em incubadora agitadora orbital a 175 rpm por 24 h.

3.5 PREPARO DA SOLUCAO DE CHUMBO

Para realizacdo dos ensaios de estresse com Pb foi utilizado Pb(NO3)2.
A solucédo estoque de Pb(NOs3): foi preparada na concentracdo de 1,0 mol L™
com agua ultra pura. Esta solucéo foi esterilizada por filtracdo com membrana
de 0,22 um (filtro K18-230 0,22 um, KASVI) e armazenada em tubo de 50 mL
(CHEN et al., 2019).

3.6 SELECAO DE BPCV RESISTENTE A CHUMBO

Para iniciar a selecdo foi realizado um screening das 18 BPCV
cultivadas em meio sélido LB contendo Pb(NOz3)2. As concentragdes utilizadas
foram de 1, 7e 14mmol L™ de Pb(NOs3)2, de acordo com os maiores valores de
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resisténcia bacteriana a Pb encontrados na literatura (CHEN et al., 2019).Nos
tratamentos controle ndo foi adicionado Pb(NOs)2 ao meio de cultivo.

Para o preparo do inéculo, as bactérias foram transferidas para o meio
liquido até atingir DOsoonm igual a 1,0. Ent&o, foram inoculadas 3 gotas de 10uL
de cada cultura individualmente nas placas de Petri contendo as diferentes
concentracdes de Pb(NOs)2. As placas foram incubadas por 5 dias. Apos esse
periodo, as bactérias que apresentaram crescimento visivel nas concentragdes
mais elevadas foram selecionadas para ensaio de concentracdo inibitoria
minima (CIM).

CIM é definida como a menor concentracdo de uma substancia capaz de
inibir o crescimento visivel de um organismo (WIEGAND; HILPERT;
HANCOCK, 2008). Este ensaio foi realizado para selecionar o isolado mais
resistente a Pb. Para tanto, foi utilizada a mesma metodologia empregada
anteriormente, no entanto, as concentracbes empregadas foram de O
(tratamento controle), 1, 7, 8, 9 e 10 mmol L™ de Pb(NOs).. Tais concentracdes
foram definidas com base nos resultados obtidos anteriormente durante a
etapa de screening.

Todos os ensaios foram realizados com triplicata das amostras em trés

experimentos independentes.

3.8 CURVA DE CRESCIMENTO DA BACTERIA SELECIONADA

Para realizacdo dos ensaios em meio liquido nas melhores condicdes de
crescimento da bactéria selecionada foi necessario conhecer a cinética de
crescimento do micro-organismo. Neste sentido, foi realizada uma curva de
crescimento de acordo com os protocolos padronizados no laboratorio.

Para realizagdo da curva de crescimento foram inoculados 250 pL da
cultura estoque em tubos de 50 mL contendo 10 mL de meio LB. Os tubos
foram colocados a 30 °C sob agitacdo de 280 rpm por 16 h. Durante este
periodo, foram retiradas aliquotas e realizadas leituras de DOsoonm €m

espectrofotdbmetro a cada 2 h. O ensaio foi realizado em triplicata
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3.9 ENSAIO DE RESISTENCIA A CHUMBO EM MEIO LIQUIDO

Neste experimento, as concentracdes do metal utilizadas para cultivo da
bactéria em meio liquido foram: O (tratamento controle); 1; 2,5; 5 e 7,5 mmol L™
de Pb(NOs)2.Essas concentragbes foram menores que aquelas testadas nos
ensaios anteriores, pois em meio liquido o metal estd mais disponivel para o
micro-organismo. Para isso 250 uL da cultura estoque foi inoculada em tubos
de 50 mL contendo 10 mL de meio LB. Os tubos foram colocados a 30 °C sob
agitacdo de 280 rpm por 5 h (fase de crescimento exponencial da bactéria). O
volume de 500 pL dessa cultura foi novamente inoculado nas mesmas
condicBes em tubos contendo as diferentes concentracdes de Pb e no controle
contendo apenas meio LB. Os tubos foram mantidos na incubadora agitadora
orbital a 280 rpm por 72h. No espectrofotometro (SHIMADZU UV1800) foram
realizadas leiituras de DOeoonm NOS tempos de 24, 48 e 72 h. Ao final do
experimento foi retirada uma amostra do tratamento contendo a maior
concentracdo de metal (7,5 mmol L™! de Pb) testada e no maior tempo avaliado
(72 h), para verificar a viabilidade das células. Para tanto, uma alcada da
cultura foi riscada em uma placa de Petri contendo meio LB sem adi¢do de Pb
e colocada em estufa por 24 h.

Os dados do CIM liquido foram realizados em trés experimentos
independentes e a andlise estatistica avaliada por Two-way ANOVA (p<0,01),

utilizando Graph Pad Prism verséo 5.0.

3.10 ENSAIO DE INOCULACAO DA BACTERIA NA PLANTA

Para verificar a capacidade desta bactéria de proteger a planta aquética
S. auriculata na presenca de Pb foi realizado ensaio de inoculagcdo em casa de
vegetacdo. Nesse ensaio,1g de planta foi transferida para potes de plastico
contendo 500 mL de solugdo de Hoagland % e submetidas a 4 tratamentos: 1.
planta; 2. planta + bactéria; 3. planta+metal; e 4. planta + metal+ bactéria. Os
experimentos foram realizados com oito repeticdes por tratamento em dois
experimentos independentes.

Para a inoculacdo, a bactéria foi cultivada nas condi¢cdes descritas no

item 3.8 e 1mL do cultivo na fase exponencial foi adicionado nos tratamentos 2
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e 4. No quarto dia em casa de vegetacdo, o metal foi adicionado nos
tratamentos 3 e 4 na concentracdo de 2,5 mgL?! de Pb(NOs3).. Essa
concentracdo do metal foi definida com base em um trabalho anterior, que
estudou a resposta de S.auriculata a 2,0 mgL™? Pb(NO3s)2 (MODENES et al.,
2009).

Os primeiros dias sem adicdo de metal foram necessarios para
estabelecer a interacdo da bactéria com a planta. Apds esse periodo, no quarto
dia foi realizada a troca da solucao nutritiva, adicionando-se o metal. Entéo, o
ensaio permaneceu por mais cinco dias na casa de vegetacdo, tempo minimo
necessario para que o metal se deslocasse das folhas submersas para as
folhas flutuantes (MODENES et al., 2009). Entdo, as plantas totalizaram nove
dias em casa de vegetacéao.

3.11 EFEITO DA INOCULACAO DA BACTERIA NA PLANTA

Ao final do ensaio de inoculacdo, as plantas foram recolhidas para
andlise do efeito da bactéria sob a planta em condi¢cdo de estresse com Pb.
Para tanto, as plantas foram secas em papel toalha para retirada do excesso
de &gua, sendo colocadas por 5 minutos de cada lado sobre o papel toalha.
Entdo, a biomassa fresca foi determinada. Para determinacdo da biomassa
seca, 0 material vegetal foi colocado em estufa a 60 °C por quatro dias. Apés
esse periodo foi verificada a biomassa seca (BIZZO et al., 2014). Para
verificacdo das biomassas frescas e secas foi utilizada uma balanca analitica.

Outro parametro avaliado foi o extravasamento de eletrélitos como
descrito por BEN HAMED et al.(2007).Esta andlise € uma medida da
integridade das membranas. Para tanto, amostras de planta fresca (300 mg)
foram colocadas em tubos de ensaio contendo 30 mL de &gua ultrapura. Os
tubos foram incubados em banho-maria a 25 °C por 3 h e depois mensurada a
condutividade elétrica inicial (CE1). Entdo, as amostras foram aquecidas por 20
min a 96 °C para liberacdo de todos os eletrolitos. Apds o resfriamento, a
condutividade elétrica final (CE2) foi mensurada. O extravasamento de
eletrolitos (EE) foi calculado de acordo com a equacéo: EE= (CE1/CE2) *100.
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Para determinacdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a e b) e
carotendides foram realizados ensaios de acordo com WELLBURN (1994).
Brevemente, 50 mg de planta fresca foram colocadas em tubos com 5 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) e mantidas no escuro. Apds quatro dias, o extrato foi
analisado em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 480, 649 e 665
nm. Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados em um ambiente de

pouca luz para evitar degradagéo dos pigmentos.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi apresentada como média + desvio
padrdo e analisados por ANOVA (p<0,05) seguido pelo teste de Tukey (p <
0,05) a fim de determinar as diferencas entre os tratamentos. Os testes foram

realizados com o programa GraphPrism, verséo 5.0.
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4 RESULTADOS
4.1 BACTERIAS RESISTENTES A CHUMBO ASSOCIADAS A S. auriculata

De posse das 18 BPCV isoladas de S. auriculata, inicialmente, foi
realizado o screening para encontrar quais isolados resistiiam a elevadas
concentracbes de Pb.Como resultado, foi observado que todas as bactérias
foram capazes de crescer na menor concentracdo de Pb testada (1 mmol L™1),
que j& € bastante alta (Tabela 2). Sete bactérias foram capazes de crescer em
até 7 mmol L™ de Pb, sendo trés desses isolados pertencentes ao género
Pseudomonas. Nenhuma bactéria cresceu na concentracdo mais alta testada
(14 mmol L™).

Tabela 2: Nivel da resisténcia a Pb em BPCVisoladas de S. auriculata.
Bactéria Resisténcia a Pb (mmol L-1)**
Bacillus megaterium 3.1.3.0.X.1
Pseudomonas aeruginosa 3.1.3.0.X.2*
Stenotrophomonas sp 3.1.3.0.X.3
Stenotrophomonas maltophilia 3.1.3.0.X.4
Siccibacter colletis 3.1.3.0.X.5*
Pseudomonas aeruginosa 3.1.3.0.X.6*
Curtobacterium sp. 3.1.3.0.X.7
Pseudomonas fulva 3.1.3.0.X.8*
Curtobacterium sp. 3.1.3.0.X.9*
Curtobacterium sp. 3.1.3.0.X.10
Pseudomonas mosselii 3.1.3.0.X.11
Rhizobium radiobacter 3.1.3.0.X.12*
Enterobacter sp 3.1.3.0.X.13
Bacillus toyonensis 3.1.3.0.X.14*
Stenotrophomonas maltophilia 3.1.3.0.X.15
Bacillus sp. 3.1.3.0.X.16
Curtobacterium sp. 3.1.3.0.X.17
Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18
*Bactérias mais resistente
**Concentracdo de Pb(NOz)2 em que a bactéria conseguiu crescer e formar coldnia

P RPRRPNRPNRPRPRNNRPRNNRRNR

As sete cepas selecionadas no screening como mais resistentes a Pb
foram submetidas ao ensaio de CIM com Pb(NOs)? (Figura 4). Quatro bactérias
repetiram o resultado anterior, crescendo em até 7 mmol L de Pb,
apresentando CIM de 8 mmol L *de Pb(NOs)2.Duas cepas conseguiram crescer

em 8 mmol L™*dePb, mas foram inibidas em 9 mmol L™. Apenas uma bactéria,
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B.toyonensis 3.1.3.0.X.14 foi capaz de crescer em 9 mmol L *de Pb, atingindo
CIM de 10 mmol L™ (Figura 4).

Observando-se os aspectos morfolégicos das BPCV em meio sdlido, €
possivel verificar que todas as sete bactérias apresentaram mudancas claras
na estrutura das suas colénias com o aumento da concentracdo de Pb no meio
(Figura 4). No geral, as principais alteracfes foram: reducdo do tamanho da
colénia, mudanca de coloragdo com producdo de pigmento escuro em maior ou
menor intensidade e o formato de borda com perda de franjas (Figura 4). A
bactéria B.toyonensis3.1.3.0.X.14 apresentou todas essas caracteristicas e
resistiu a maior concentracdo de Pb, sendo selecionada para estudo da

cinética de crescimento microbiano, seguida da sua inocula¢do em planta.

Figura 4: CIM de Pb para isolados de S.auriculata. Morfologia das colénias na concentracao
controle e com niveis crescentes de Pb(NO3)a.
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4.2 CURVA DE CRESCIMENTO DE B. toyonensis

Para conhecer melhor o crescimento da bactéria isolada de S. auriculata
gue mais resistiu a Pb, foi obtida sua curva de crescimento em condi¢fes de
temperatura e rotacdo controladas sem nenhuma adicdo de Pb ao meio de
cultivo LB (Figura 5). Observou-se que a fase lag de B.toyonensis 3.1.3.0.X.14
tem duracado de 2 h apds a inoculacéo, que é quando o microrganismo esta em
estado de adaptacgdo as condi¢des de cultivo. Passado este periodo, de 2 h até
10 h de cultivo, tem-se a fase exponencial, quando o0 microrganismo tem a
maxima velocidade de crescimento. ApOs esse periodo sdo observadas
pequenas variacfes na DO, que séo tipicas de fase estacionaria, ou seja,

quando o numero de células novas é igual ao de células mortas (Figura 5).

Figura 5: Curva de crescimento de Bacillus toyonensis 3.1.3.0.X.14 em meio LB. A densidade
Gtica (DO)em 600 nm medida em espectrofotbmetro foi utilizada como medida indireta do
crescimento bacteriano aferida no intervalo de 2 h por 16 h.A média das triplicatas e o desvio
padrdo séo apresentados na tabela.Os ensaios foram realizados em triplicata.

u
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, 12 10,1 1,3
14 6,8 0,3
0 -7t - r - r - r - 1 1 1 r T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
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A partir dos dados obtidos na curva de crescimento de B.toyonensis, foi
estabelecido que o melhor periodo de inoculacdo da bactéria nos ensaios
posteriores seria 0 meio da fase exponencial. Logo, encerrando a fase
exponencial com 10 h, este periodo correspondeu a 5 h ap6s a inoculacao
(Figura 5). Dados complementares das leituras em espectrofotbmetro para

realizacdo da curva sdo apresentados no apéndice (Apéndice C)
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4.3 ENSAIO DE RESISTENCIA A CHUMBO

Apés conhecer a curva de crescimento de B.toyonensis, a bactéria foi
submetida ao ensaio de resisténcia a Pb em meio LB liquido com
concentracdes crescentes de Pb(NOs3)2. Como se pode observar na Figura 6,
comparando-se inicialmente as diferentes concentracfes de Pb testadas, néo
houve diferenca significativa (p<0,05) entre controle nas concentracdes de 0 a
5 mmol L™ de Pb(NO3)2, sugerindo que o excesso do metal tem um leve efeito
negativo sobre a quantidade de células nessas condicbes. Somente a partir da
concentracdo de 7,5 mmol L 'pode-se observar uma diferenca significativa
(p<0,001) em relacdo ao controle.No entanto, a bactéria consegue crescer
mesmo nessas condigdes, mostrando-se altamente resistente ao metal (Figura
6).

Comparando-se a resposta da bactéria ao longo do tempo de exposi¢ao
ao metal, foi observado que ndo houve diferenca significativa de 0 a 5 mmol
L™, somente a partir de 72 h na concentragdo de 5 mmol L™ de Pb, pode-se
verificar diferencga significativa (Figura 6). J& na concentracdo mais alta testada,
foi verificado acréscimo na absorbancia, como uma medida indireta do

crescimento celular, nos tempos de 24 para 48 h.

Figura 6: Resisténcia a Pb em B. toyonensis. A densidade éptica (600 nm) foi utilizada como
medida indireta do crescimento bacteriano aferida ap6s 24, 48 e 72 h de cultivo sob
concentracbes crescentes do metal em meio LB liquido. Barras indicam o desvio
padao,segundo Two-way ANOVA (* p<0,05 e *** P<0,001). Foram realizados trés experimentos
independentes com trés repeticdes.
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A viabilidade das células na condicdo de 7,5 mmol L™'de Pb apds 72 h
de ensaio foi verificada. Dessa forma, foi possivel verificar a formacdo de
colonias na placa de Petri sem a adicdo de Pb no meio de cultivo,
comprovando que as células permaneceram vivas apos periodo prolongado de

exposicao a alta concentracao do metal (apéndice D).

4.4 INOCULACAO DEB. Toyonensis EM S. auriculata

Conhecendo a resposta de resisténcia a Pb em B.toyonensis foi avaliada
a sua capacidade de proteger a planta aquaticaS. Auriculata contra estresse
mediado pelo metal. Apos 9 dias de experimento, o efeito da inoculacdo da
bactéria na planta aquética foiavaliado quanto aos parametros de Biomassa
Fresca (BF), Biomassa Seca (BS) e teores de pigmentos, na presenca e

auséncia do metal (Figura?).

Figura 7: Efeito protetor da inoculacdo de B. Toyonensis em S. auriculata sob estresse com
Pb. Em A) biomassa fresca(g), B) biomassa seca (g), C) extravasamento de eletrélitos (%), D)
teor de clorofila a, E) teor de clorofila b, e F) teor de carotenéides. As barras verticais indicam
média e as linhas o desvio padrdo (n = 12). As letras indicam as diferengas significativas (p <
0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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Na Figura 7A é observado que a inoculacédo da bactéria aumentou a BF
em 12,2% quando comparada ao tratamento controle com a planta. J& na
presenca do metal, B. toyonensis promoveu um aumento significativo de 20,3%
de BF em S. auriculata quando comparado ao tratamento planta + Pb.

Em relacdo BS, o tratamento planta + bactéria teve acréscimo de 11,1%
guando comparado ao tratamento controle, somente com a planta (Figura 7B).
Nos tratamentos com metal, a bactéria promoveu acréscimo de 26,8% de BS
em relacdo ao tratamento que conteve apenas planta + Pb. Com isso, é
possivel concluir que a bactéria B.toyonensis promove o crescimento da planta
na presenca do metal.

Para avaliar os possiveis danos causados por Pb na planta, a
integridade das membranas celulares foi analisada através do ensaio de
extravasamento de eletrélitos (Figura 7C). A presenca de 2,5 mg L de Pb no
cultivo de S. auriculata causou aumento de 31% no extravasamento de
eletrélitos pela planta, considerando-se o tratamento planta + Pb. Assim, pode-
se concluir que a toxicidade do Pb causou lise de membranas bioldgicas,
levando ao extravasamento do conteudo citoplasmatico das células vegetais.
Porém, esse percentual foi menor na presenca da bactéria, que reduziu a
13,6% o0 extravasamento de eletrélitos, comparando-se os tratamentos planta +
Pb e planta+Pb + bactéria. Dessa forma, a bactéria B.toyonensis protege a
planta durante o estresse com Pb, reduzindo danos causados as membranas
bioldgicas.

No intuito de avaliar o aparato fotossintético da planta foram
quantificados os teores pigmentos: clorofila a (Figura 7D), clorofila b (Figura
7E) e carotendides (Figura 7F). Por meio dos dados obtidos observou-se que o
metal prejudicou a producédo de clorofila a, b e de carotendides, uma vez que
houve diferencga significativa entre os tratamentos controle (planta) e planta +
Pb. Apesar dos teores de pigmentos serem superiores no tratamento planta +
Pb + bactéria em relacdo ao tratamento planta + Pb, ndo houve diferenca

significativa entre os tratamentos citados.
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5 DISCUSSAO

A poluicdo contribui para a reducao continua dos recursos disponiveis
de agua potavel no mundo. Neste contexto, a reutilizacdo de aguas residuais é
uma necessidade (BOLISETTY; PEYDAYESH; MEZZENGA, 2019; WHO,
2019) e o emprego da biorremediacdo com plantas aquaticas e micro-
organismos tem se destacado (MANI; KUMAR, 2014). Microrganismos do tipo
BPCV auxiliam o desenvolvimento das plantas através de diversos
mecanismos, inclusive protegendo o vegetal contra estresse causado por
metais (HAZEN, 2019; MATHEW, BIJU; BEEREGOWDA, 2019). Por isso, 0
presente trabalho se dedicou a caracterizar a resisténcia a Pb em BPCV, que
podem vir a ser utilizadas como bioinoculantes em sistemas de tratamentos
baseados em fitorremediacéo.

A presenca constante de metais pesados presentes no ambiente como
poluentes faz com que micro-organismos desenvolvam mecanismos de
resisténcia a esses compostos. Como as vias de resisténcia a metais e
antimicrobianos muitas vezes sao iguais ou semelhantes, 0s micro-organismos
podem desenvolver resisténcia a um ou outro ou ambos e, normalmente, essa
resisténcia esta associada a plasmideos (CHATTOPADHYA; GROSSART
2011)

As bactérias utilizadas nesse trabalho foram isoladas de S.auriculata,
uma planta resistente a Pb (MODENES et al., 2009). Assim, no ensaio de
screening, todos os isolados foram resistentes a 1 mmol. L* de Pb e sete
bactérias resistiram em 7mmol. L%, ndo sendo encontrada nenhuma bactéria
sensivel ao metal. De acordo com a legislacao brasileira, estes valores sao
mais de 10.000 vezes superiores ao permitido em &agua doce classe Il
(CONAMA, 2005).

A constante exposi¢cdo dos micro-organismos a ambientes estressantes
levou a selecéo de um repertério de mecanismos que garantiu a adaptacéo das
bactérias a essas condicdes. O surgimento desses determinantes de
resisténcia a metais parece ter sido um evento muito precoce na evolugédo
(LORENZO; VALLS, 2018; SHUKLA; TRIPATHI; MISHRA, 2020). Dessa forma,
€ possivel sugerir que a microbiota de S. auriculata contribui significativamente

para a caracteristica de resisténcia a Pb na planta.



38

Durante o ensaio de CIM observou-se nas concentracbes mais
elevadas, que as col6nias de bactérias produziram um pigmento de coloracéo
escura semelhante a melanina. Melaninas sdo pigmentos presentes em uma
ampla variedade de microrganismos, incluindo bactérias e fungos. Tais
moléculas protegem a célula de variadas condicbes de estresse ambiental,
como: radiacdo ultravioleta, exposicdo a metais e estresse oxidativo, atribuindo
vantagens adaptativas, que possibilitam a sobrevivéncia (PAVAN; LOPEZ;
PETTINARI, 2019). Algumas bactérias como, P. aeruginosa (YABUUCHI,
OHYAMA, 1972) e Bacillus licheniformis (SHALABY et al. 2019) ja
demonstraram produzir pigmentos quando submetidos a ambientes
estressante. Durante a exposicdo a essa agente estressante, 0s pigmentos
podem agir como moléculas antioxidantes, retardando ou inibindo os danos
celulares, pela doacéo de elétrons a um radical livre (LOBO et al., 2010). Dessa
forma, os resultados sugerem que as bactérias isoladas de S. auriculata,
gquando em contato com concentragdes mais elevadas de Pb, produzem
compostos para resistir e amenizar os danos causado pelo metal, o que
desperta o interesse econdémico, uma vez que essas moléculas tém aplicacdes
tecnoldgicas (GOMEZ-MARIN; SANCHEZ, 2010).

As bactérias encontradas no trabalho com CIM de 8mmol Lde Pb
incluem cepas de S.colletis, Curtobacterium e R. radiobacter. Neste sentido, foi
encontrado um estudo recente com S. colletis que identificou 0 microrganismo
em espigas de milho utilizadas em experimentos para remediacédo de petroleo,
sendo considerado um dos responsaveis pela biodegradacéo do 6leo (DASHTI
et al., 2017). Porém, nédo foi encontrado nenhum estudo descrevendo S. colletis
como resistente a metais. Trabalhos com Curtobacterium mostraram cepas
isoladas de solos agricolas capazes de remover metais em solu¢des aquosas.
Os resultados descreveram potencial para biorremediacdo de Ni (Immol L) e
Pb (1,5 mmol L?). (MASOUMI; et al. , 2016). R.radiobacter ja foi isolada de
uma leguminosa hiperacumuladora de metais, Anthyllis vulneraria,
apresentando resisténcia a diversos metais, como Zn, Cd (GRISON et al.,
2015) e Pb (2,0mg/L ou 0,006 mmol L1) (WANG et al.,, 2013).Todavia, as
cepas encontradas no presente trabalho tiveram CIM superior a tais cepas.

Pseudomonas € um género com grande numero de representantes que

sdo encontrados, principalmente, na agua, no solo e nas plantas. Estas
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bactérias possuem alta capacidade de adeséao e habilidade de formar biofilme,
sendo utilizadas na producéo de biossurfactantes, no controle biolégico e como
promotora do crescimento de plantas (ZHAO et al., 2018; MA et al., 2018;
UZAIR et al., 2018). Em nossos ensaios de CIM, P. fulva teve crescimento
inibido somente em 8 mmol. L-'de Pb, ja as cepas de P.aeruginosa obtiveram
CIM de 9 mmol. Lt. Para P. fulva foram encontrados poucos trabalhos na
literatura, no entanto, para P. aeruginosa ja foi verificada a resisténcia a metais
em alguns trabalhos, como a cepa P. aeruginosa KUJM isolada de uma
estacdo de tratamento de esgoto. A bactéria mostrou potencial para resistir a
diversos metais, como As (lll), As (V), Cd, Co, Cu, Cr, Ni e Zn (KUMAR;
RIZWAN, 2017).

Os sete isolados que se mostraram mais resistentes a Pb, com CIM
mais elevadas, também ja foram estudados no ambito da promocédo do
crescimento em outros trabalhos. Estudos de interacdo entre plantas e
microrganismos tém demonstrado o papel de bactérias promotoras do
crescimento vegetal (BPCV) na protecdo contra estresses abidticos, incluindo o
estresse causado por metais (JIAN et al., 2019; SHAMEER & PRASAD 2018;
ROJAS et al.,, 2014). Assim, pode-se observar que os dados da literatura
corroboram com os dados obtidos no presente trabalho, em que bactérias com
caracteristicas promotoras do crescimento vegetal, descritas por SILVA (2019),
que foram isoladas da planta aquatica S. auriculata, também podem auxiliar
durante o estresse causado por metais como chumbo, principalmente devido a
resisténcia demonstrada nos ensaios.

O meio de cultura utilizado nesse trabalho foi o LB, um meio composto,
que contém componentes organicos indefinidos e alto teor de fosfatos, o que
pode quelar os metais, utilizados nos experimentos de resisténcia,
superestimando a resisténcia do micro-organismo ao metal (RATHNAYAKE,
2013). Zang, 2011 utilizou o meio de cultura de sais minimos com baixo teor de
fosfato (SLP) para evitar a interacéo entre o fosfato e os ions metalicos, no teste de
CIM de bactérias para alguns metais, incluindo o Pb. Assim as diferencas entre os
niveis de resisténcias encontrados em nosso trabalho e do trabalho de Zang

(Tabela 3) podem ser devido a precipitacéo.
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Tabela 3: CIMs a Pb de BPCV no trabalho realizado por Zang, 2011 utilizando meio de cultura
minimo, com baixo teor de fosfato (SLD) e no presente trabalho utilizando meio LB.

Micro-organismo CIM (mmol. L-Y) Meio Referéncia
Agrobacterium tumefaciens (Q2BJ3) 1,2 SLD Zang, 2011
Bacillus sp. (Q2BJ1) 2,4 SLD Zang, 2011
Bacillus sp. (Q2CJ3) 1,2 SLD Zang, 2011
Acinenetobacter sp. (Q2BJ2) 3,6 SLD Zang, 2011
Bacillus subtilis (Q2CJ5) 2,4 SLD Zang, 2011
Bacillus megaterium (Q2BG4) 2,4 SLD Zang, 2011
Bacillus sp. (Q2BG1) 3,6 SLD Zang, 2011
Pseudomonas aeruginosa (3.1.3.0.X.2) 9,0 LB Presente trabalho
Siccibacter colletis (3.1.3.0.X.5) 8,0 LB Presente trabalho
Pseudomonas aeruginosa (3.1.3.0.X.6) 9,0 LB Presente trabalho
Pseudomonas fulva (3.1.3.0.X.8) 8,0 LB Presente trabalho
Curtobacterium sp. (3.1.3.0.X.9) 8,0 LB Presente trabalho
Rhizobium radiobacter (3.1.3.0.X.12) 8,0 LB Presente trabalho
Bacillus toyonensis (3.1.3.0.X.14) 10,0 LB Presente trabalho

A bactéria selecionada com maior CIM de Pb (10 mmol L) foi B. toyonensis
3.1.3.0.X.14.. Inicialmente essa espécie foi isolada no Japdo em 1966, sendo
chamada por Bacillus cereus vartoyoi conhecida pela industria ha mais de 30
anos a bactéria € utilizada como ingrediente ativo da preparagao
TOYOCERIN®, um aditivo para nutricdo animal. Mais recentemente, B.cereus
vartoyoi foi reclassificada como B. toyonensis (JIMENEZ et al., 2013). Em
estudo recente, uma cepa de B. toyonensis isolada de aguas subterraneas de
uma area industrial na india foi estudada para resisténcia a Pb e removeu
cerca de 0,008 mg L' de Pb do meio por biossorcdo e bioacumulacéao,
mantendo-se viavel (MATHEW,; BlJU; BEEREGOWDA, 2019). Isso corrobora
com ensaios de resisténcia a Pb em meio liquido com B. Toyonensis realizados
no presente trabalho, onde a bactéria foi capaz de crescer em 7,5 mmol L de
Pb, estando suas células viaveis mesmo apés 72 h de exposi¢do ao metal.

Uma cepa de B. toyonensis teve seu genoma sequenciado e foram
encontrados genes relacionados atividade antimicrobiana, principalmente
contra bactérias fitopatdégenicas, a colonizagdo em plantas, como genes de
motilidade e quimiotaxia, além de genes relacionados a protecdo das plantas,
como aqueles envolvidos em resposta a estresse (LOPES et al., 2017). Dessa
forma, quando cepas dessa espécie sao inoculadas em plantas é esperada
promocdo do crescimento vegetal e protecdo da planta contra estresses,

devido aos seus mecanismos de protecéo indiretos citados acima.
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B. toyonensis COPES2 inoculada em plantas de mirtilo resultou em um
estimulo ao crescimento vegetal, que foi observado pelo aumento do
comprimento da parte aérea, ganho de BF e BS, e acréscimo do teor de
clorofila (CONTRERAS-PEREZ et al., 2019). No entanto, a maioria dos estudos
€ realizado em solo, no ambiente terrestre. A interacdo entre BPCV e plantas
aguaticas ainda é pouco conhecida (SAHA et al.,, 2016; ISHIZAWA et al.,
2017).

Em trabalho recente, Silva (2019) avaliou a cepa B.
toyonensis3.1.3.0.X.14 quanto as caracteristicas de promoc¢ao do crescimento
vegetal, sendo verificado que a bactéria ndo demonstrou capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico, mas foi capaz de solubilizar fosfato e produzir
compostos indélicos, porém, em baixa concentracdo. Isso justifica ndo terem
sido encontradas diferencas significativas entre os tratamentos planta e planta
+ bactéria no presente trabalho. No entanto, foi observado pequeno percentual
de aumento de BF e BS, além da reducdo do extravasamento de eletrolitos
nesses tratamentos, mostrando que a bactéria pode sim promover o
crescimento da planta, mas que esses mecanismos ainda ndo sdo bem
conhecidos. E talvez sua acdo como BPCV pode ser mais efetiva em um
consorcio microbiano.

A partir dos dados obtidos no ensaio de inoculagdo de B.toyonensis em
S. auriculata na presenca de Pb, foi evidenciado que a bactéria auxilia a planta
durante a exposi¢cdo ao metal, minimizando os efeitos danosos, possivelmente,
através de mecanismos antioxidantes como a producdo de melanina, que vao
reduzir o estresse oxidativo. Ja foi descrito que o aumento da producéo de
EROs em resposta ao estresse por metais provoca a peroxidacao de lipideos
de membrana e o aumento do extravasamento de eletrdlitos (BAJJI et al.,
2001), sendo minimizada por mecanismos antioxidantes. Sendo assim, é
possivel que B.toyonensis atue reduzindo o dano oxidativo causado pelo
chumbo nas plantas de S. Auriculata, porém testes complementares como a

peroxidacao lipidica devem ser realizados para verificar essa evidéncia.
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6 CONCLUSAO

A partir do presente trabalho pode-se demonstrar que as 18 bactérias
isoladas da planta aquética S. auriculata apresentam resisténcia a Pb. Somado
a isso, foram observadas importantes alteracbes morfolégicas da colbnia na
presenca de metal, como a possivel producéo de pigmentos, que podem atuar
como antioxidantes.

B.toyonensis foi o isolado mais resistente a Pb, demonstrando
viabilidade mesmo ap6s 72h de exposicdo ao metal em meio liquido , também
demonstrou amenizar a toxicidade do Pb quando inoculada em plantas de S.
auriculata, aumentando de forma significativa a BF e BS vegetal durante a
exposicdo a Pb. Além disso, B.toyonensis também suaviza o extravasamento
de eletrélito na presenca do metal, o que pode esté relacionado indiretamente
ao efeito protetor a integridade de membranas celulares contra EROs,
resultando em manutencdo das condicbes de crescimento da planta na
presenca do metal.

Estudos com concentra¢des mais elevadas de Pb e com tempo maior de
duracdo devem ser realizados, no intuito de explorar mais a interacdo entre
B.toyonensis e S. auriculata. Ensaios complementares, como a quantificacdo
de absorcdo de Pb pela planta inoculada, bem como o aprimoramento das
condicbes (temperatura e pH) devem ser realizados na perspectiva do
desenvolvimento de produtos biotecnoldégicos para remediacdo de residuos
industriais contaminados com Pb, uma vez que a bactéria foi capaz de crescer
em 7,5 mmol L'! de Pb e a sua inoculacdo na planta na presenca de 2,5 mg L

de Pb resultou em melhora nos parédmetros de crescimento vegetal.
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APENDICES

APENDICE A: Plantas utilizadas para experimentag&o.
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APENDICE B: Screening das 18 bactérias isoladas de S. auriculata para resisténcia a Pb,

nas concentragfes controle, 1, 7 e 14 mmol L1,

Bacillus megaterium
3.1.3.0.X.1

Pseudomonas
aeruginosa 3.1.3.0.X.2

Stenotrophomonas sp.
3.1.3.0. X.3

Stenotrophomonas
maltophilia 3.1.3.0. X.4

Siccibacter colletis
3.1.3.0. X.5

Pseudomonas

aeruginosa 3.1.3.0.X.6

Curtobacterium sp.
3.1.3.0. X.7

Pseudomonas fulva
3.1.3.0. X.8

Curtobacterium sp.
3.1.3.0. X.9




Curtobacterium sp.
3.1.3.0.X.10

Pseudomonas mosselii
3.1.3.0.X.11

Rhizobium radiobacter
3.1.3.0.X.12

Enterobacter sp.
3.1.3.0.X.13

Bacillus toyonensis
3.1.3.0.X.14

Stenotrophomonas
maltophilia 3.1.3.0.X.15

Bacillus sp.
3.1.3.0.X.16

Curtobacterium sp.
3.1.3.0. X.17

Enterobacter sp.
3.1.3.0.X.18
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APENDICE C: Dados complementares das leituras em espectrofotdmetro para realizacdo da
curva da bactéria B. toyonensis.

Tempo de | 1° Leitura | 2° Leitura | 3° Leitura |Média das| Desvio
leitura triplicatas | padréo
2h 0,7 0,7 0,6 0,7 0,03
4h 3,4 3,5 3,3 34 0,07
6h 6,5 7,5 6,8 6,9 0,5
8h 6,2 6,2 5,9 6,1 0,2
10h 8,2 7,6 7.7 7.8 0,3
12h 10,8 8,6 11 10,1 1,3
14h 7.2 6,6 6,7 6,8 0,3
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APENDICE D: Crescimento de colénias da bactéria B. toyonensis ap6s 72 h de exposicdo a

7,5 mmol |1 de Pb.




