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RESUMO 

 

A poluição por metais pesados é motivo de grande preocupação atualmente, pois 

cerca 50% das zonas poluídas do mundo estão contaminadas por metais e/ou metaloides, 

causando prejuízos anuais de US$ 10 bilhões. Metais possuem a capacidade de se acumular 

nos diferentes níveis tróficos, e alguns são tóxicos mesmo em quantidades baixas. A 

contaminação por metais pesados no solo causa diversos danos a plantas e microrganismos 

e consequentemente à produção agrícola. Por outro lado, algumas plantas e bactérias 

possuem estratégias para resistir em ambientes com elevados níveis de metais. A atividade 

de mineração modifica a estrutura da microbiota do solo e tende a selecionar microrganismos 

resistentes a metais. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar 

microrganismos resistentes a metais pesados a partir de amostras de barragem de estoque 

de minério de ferro, bem como de rizosfera e de raízes de espécies de plantas capazes de 

crescer em tal ambiente (Conyza canadensis (L.) Cronquist, Pluchea sagitalis (lam.) Cabrera 

e Rhynchospora nervosa (Vahl.) Boeck. Um total de 34 isolados bacterianos foi obtido. Estas 

bactérias foram desafiadas contra crescentes concentrações de FeCl3 e ZnCl2, sendo 

selecionados 4 isolados resistentes. Tais bactérias foram submetidas a identificação 

molecular, através do sequenciamento da região 16S rDNA. Três destas bactérias revelaram 

pertencer ao gênero Enterobacter spp. e uma à espécie Priestia megaterium. Enterobacter 

sp. P2.3A foi isolada da raiz de uma planta da espécie Rhynchospora nervosa, e demonstrou 

resistência a 06mM de FeCl3. Enterobacter sp. S1.2B foi isolada de minério de ferro sem 

vegetação e demonstrou resistência a 08mM de ZnCl2. Enterobacter mori P2.1A também 

demonstrou resistência a 08 mM de ZnCl2 e foi isolado de raiz de Rhynchospora nervosa. A 

bactéria Priestia megarterium R3.1B, isolada da rizosfera de Pluchea sagitalis apresentou 

resistência a 09mM de FeCl3. O presente trabalho permitiu isolar microrganismos altamente 

resistentes aos metais pesados Zn e Fe. Dentre estes, aqueles isolados de plantas e rizosfera 

são promissores parafuturos estudos em fitorremediação e promoção de crescimento vegetal 

uma vez que tais plantas apresentaram elevada resistência a metais.  
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ABSTRACT 

 

Pollution by heavy metals is a matter of great concern nowadays, about 50% of the 

world's polluted areas are contaminated by metals and/or metalloids, causing annual losses of 

US$ 10 billion. Metals have the ability to accumulate at different trophic levels, and some of 

them are toxic even in low concentrations. Soil contamination by heavy metals causes severe 

damage to plants and microorganisms and consequently to agricultural production. On the 

other hand, some plants and bacteria have strategies to resist in environments with high levels 

of metals. Mining activity modifies the structure of the microbiota soil and tends to select 

microorganisms resistant to metals. In this context, the objective of this work was to isolate 

and identify microorganisms resistant to heavy metals from samples of iron ore stock dams, 

as well as rhizosphere and roots of plant species capable of growing in such an environment 

(Conyza canadensis (L.) Cronquist, Pluchea sagitalis (lam.) Cabrera and Rhynchospora 

nervosa (Vahl.) Boeck. A total of 34 bacterial isolates were obtained. These bacteria were 

challenged against increasing concentrations of FeCl3 and ZnCl2, and 4 resistant isolates were 

selected. These bacteria were submitted to molecular identification, through the sequencing of 

the 16S rDNA region. Three of these bacteria revealed to belong to the genus Enterobacter 

spp. and one to the species Priestia megaterium. Enterobacter sp. P2.3A was isolated from 

the root of a plant of the species Rhynchospora nervosa, and it demonstrated resistance to 

06mM FeCl3. Enterobacter sp. S1.2B was isolated from no vegetation iron ore and 

demonstrated resistance to 08mM ZnCl2. Enterobacter mori P2.1A also showed resistance to 

08 mM ZnCl2 and was isolated from Rhynchospora nervosa root. The bacterium Priestia 

megarterium R3.1B, isolated from the rhizosphere of Pluchea sagitalis, showed resistance to 

09mM of FeCl3. The present work allowed the isolation of microorganisms highly resistant to 

heavy metals Zn and Fe. Among these, the ones isolated from plants and rhizosphere are 

promising for future studies. in phytoremediation and plant growth promotion, since such plants 

showed high resistance to metals. 



 

7 
 

 

1. INTRODUÇÃO 1 

 2 

1.1. Contaminação de Ambientes por Metais Pesados 3 

Contaminantes e poluentes ambientais são substâncias orgânicas ou inorgânicas, 4 

presentes no ambiente em concentrações tais que as tornam nocivas aos seres vivos (Masindi 5 

& Muedi, 2018).A forte industrialização e o aumento populacional ocorridos ao longo das 6 

últimas décadas, fizeram crescer a demanda por recursos naturais e, contribuíram para o 7 

aumento da poluição na atmosfera, água e solos ao redor do planeta (Briffa et al., 2020 e 8 

ONU, 2019).  9 

Dentre os principais poluentes ambientais, destacam-se os metais pesados (MP). 10 

Aproximadamente 50% dos locais reportados com algum tipo de contaminação estão 11 

contaminados por metais e/ou metaloides (He et al., 2015). Em termos financeiros, calcula-se 12 

que a poluição por MP tenha um impacto de US$ 10 bilhões por ano na economia mundial 13 

(He et al., 2015). Apesar de fatores naturais também contribuírem para a liberação de MP no 14 

ambiente, as principais causas de contaminação por estes metais decorrem de ações 15 

antrópicas como a mineração, siderurgia, queima de combustíveis, uso de pesticidas, 16 

descarte de efluentes industriais, aterros sanitários, lixões, esgoto, construção civil, entre 17 

outros (Briffa et al., 2020; Ghori et al., 2019; He et al., 2015 e Shen et al., 2019. Atualmente, 18 

o termo metais pesados tem sido utilizado para designar metais ou metaloides com toxicidade 19 

em potencial (Briffa et al., 2020; Duffus, 2002 e He et al., 2015). 20 

A poluição por MP tornou-se fonte de grande preocupação, por não serem 21 

biodegradáveis e possuírem natureza cumulativa e persistente nos diferentes ambientes 22 

(Kapahi & Sachdeva, 2019 e Nandaa et al.,2019). Alguns destes metais como Zinco (Zn), 23 

Cobalto (Co) e Ferro (Fe) cumprem funções celulares importantes, porém em concentrações 24 

elevadas, podem ser tóxicos (Briffa et al., 2020 e Nandaa et al.,2019). Outros metais, como 25 

Cádmio (Cd) e Arsênio (As), são tóxicos por natureza, mesmo em concentrações 26 

consideradas baixas (Briffa et al., 2020 e Nandaa et al.,2019). O grau de toxicidade de metais 27 

pesados depende de vários fatores, tais como o tipo de metal presente, a natureza do metal, 28 

o papel biológico do metal, o tipo de organismo exposto e o período/dose de exposição (Briffa 29 

et al., 2020; Kapahi & Sachdeva, 2019; Nandaa et al.,2019 e Pishchik et al., 2021).  30 

Devido a capacidade de bioacumulação, os metais podem causar complicações 31 

fisiológicas e biológicas relevantes nos mais variados tipos de seres vivos, impactando na 32 

produção agrícola, na potabilidade de águas para consumo, e causando problemas na saúde 33 

humana e de outros animais Pleshakova et al., 2021 e Zhu et al., 2018). Caso um organismo 34 

seja afetado, toda a cadeia alimentar poderá ser afetada (Zhu et al., 2018). 35 
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Estima-se que a população mundial será de 9,7 bilhões de pessoas em 2050 (ONU, 1 

2019). Portanto, a geração de compostos potencialmente poluentes deve aumentar e desta 2 

forma, urge a necessidade de desenvolvermos tecnologias ambientalmente mais amigáveis e 3 

que reduzam a geração de contaminantes.  4 

 5 

1.2. Implicações da Contaminação por Metais Pesados em Plantas 6 

O acúmulo de MP pode causar alterações morfológicas e moleculares em plantas, 7 

como a redução do crescimento de brotos, folhas e raízes, diminuição da biossíntese de 8 

clorofila e produção de energia, consequentemente reduzindo a produtividade de culturas 9 

agrícolas (Amari et al., 2017; Shahid et al., 2014 e Tiwari & Lata, 2018). Uma das principais 10 

causas da toxicidade de metais pesados em plantas é o desequilíbrio no estado redox 11 

(estresse oxidativo) das células, pela superprodução de espécies reativas de oxigênio (EROs) 12 

(Shahid et al., 2014). Esta produção elevada causa diversos danos a membrana celular, ao 13 

DNA, ao funcionamento mitocondrial e pode causar morte celular (Shahid et al., 2014). O 14 

excesso de MP no solo também dificulta a absorção de nutrientes pelas plantas, afeta a 15 

atividade da H-ATPase, interfere no transporte de elétrons e na fotossíntese (Amari et al., 16 

2017 e Tiwari & Lata, 2018). 17 

No contexto da redução da produção agrícola por MP, Zhang e colaboradores (2015) 18 

concluíram que a contaminação por estes elementos quimicos reduziu em até 13,86% a 19 

produção Chinesa de grãos. Estima-se que a produtividade de grãos de arroz (Oryza sativa 20 

L.) pode ser reduzida em aproximadamente 90% em condições de cultivo com concentrações 21 

acima de 1000 mg/kg de Cobre (Cu) (Adrees et al., 2015); concentrações de Zn (600 μM) e 22 

Cd (50 μM) reduziram em até 50% a taxa de crescimento de folhas de plântulas de trigo durum 23 

(Triticum durum) em condições de laboratório (Paunov et al., 2018). A colheita de milho (Zea 24 

mays) foi reduzida em 12% quando cultivado durante 90 dias em casa de vegetação com 25 

Alumínio (Al) e Cromo (Cr) simultaneamente em concentrações de 100 μM no substrato 26 

(Anjum et al., 2016). Alguns metais como Cu e Cd diminuem a absorção de água pelas 27 

sementes e dificultam sua germinação (Hakeem, 2015). Concentrações elevadas destes 28 

metais, além de Zn, Cr, Chumbo (Pb) e Níquel (Ni) podem inviabilizar de 50% a 100% a taxa 29 

de germinação de sementes em plantas de interesse comercial (Kranner & Colville, 2011 e 30 

Hakeem, 2015). Especificamente sobre o Fe, o excesso deste metal pode causar necrose 31 

foliar, deficiência no desenvolvimento das raízes, desequilíbrio metabólico, produção de 32 

EROs, diminuição da absorção de minerais e degradação de proteínas e atividades 33 

enzimáticas (Çelik et al., 2010; Kabir et al., 2016; Li et al., 2015 e Rout & Sahoo, 2015). 34 

Apesar da toxicidade de alguns MP, as plantas possuem diversas estratégias de 35 

defesa em relação a estes agentes estressores, como a redução da absorção pelas células 36 
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da raiz, efluxo e biossorção de metais pela ação de exsudados radiculares; sequestro e 1 

compartimentação dos metais em locais que protegem as partes sensíveis da planta, 2 

quelação, produção de enzimas contra o estresse oxidativo, transporte e armazenamento no 3 

vacúolo, além da interação com simbiontes como microrganismos (Ghori et al., 2019; Hakeem, 4 

2015). Entretanto, habitualmente os metais são acumulados na parede das células radiculares 5 

por sistemas de bloqueio e aprisionamento (Hakeem, 2015). 6 

Em função da característica de algumas plantas em acumular e tolerar concentrações 7 

elevadas de MP, estas podem ser utilizadas para remediar solos contaminados (Singh et al., 8 

2018). Esta abordagem tem ganhado atenção nos últimos anos, frente a métodos 9 

convencionais como tratamentos químicos e remoção mecânica, que costumam ser caros e 10 

muitas vezes prejudiciais a biota e a fertilidade do solo (Amari et al., 2014 e Singh et al., 2018). 11 

A identificação de espécies metaloacumuladoras e metalotolerantes é indispensável para 12 

planejar estratégias bem-sucedidas de fitorremediação de MP (Ghaderian & Ravandi, 2012; 13 

Van der Ent et al., 2013 e Yang et al, 2014). Mais de 500 espécies de plantas foram descritas 14 

como hiperacumuladoras de metais, porém poucas têm sido utilizadas na prática, muito em 15 

função da variação de condições climáticas e de solos (Van der Ent et al., 2013). Plantas 16 

candidatas para o uso em fitorremediação devem estar bem adaptadas as condições a que 17 

serão expostas. Assim sendo, espécies capazes de crescer em solos com concentrações 18 

elevadas de metais podem ser estudadas para este propósito, pois as características do 19 

ambiente exercem pressão seletiva sobre as plantas (Ghaderian & Ravandi, 2012; Van der 20 

Ent et al., 2013 e Yang et al, 2014). Quatro critérios têm sido utilizados para classificar as 21 

plantas como hiperacumuladoras de metais. O primeiro foi descrito em 1989 por Brooks, e 22 

leva em conta a quantidade de metal acumulada na parte aérea da planta, que deve ser 23 

superior ao limiar de hiperacumulação (ex.: Cd >100 mg/kg; Zn>10000 mg/kg; Pb >1.000 24 

mg/kg, Co>1.000 mg/kg e Ni >1.000 mg/kg); os demais consideram se: a concentração dos 25 

MP nos brotos é 10-500 vezes maior que em plantas normais, a concentração do metal na 26 

parte aérea é maior que em raízes ou o fator de translocação (FT) (parte aérea / raiz) >1;a 27 

concentração dos MP nas plantas é maior que no solo ou o fator de bioacumulação (FB) (parte 28 

aérea / solo) >1(Shen & Liu 1998; Baker & Whiting 2002 e Blaylock & Huang 2000). 29 

Em face a demanda cada vez maior por alimento, graças as perspectivas de 30 

crescimento populacional da humanidade, e as crescentes preocupações com a poluição 31 

ambiental, é imperioso desenvolvermos estratégias para produção de alimentos e a 32 

remediação de ambientes contaminados. Nesse contexto o uso de plantas tolerantes e 33 

acumuladoras de metais pode ser um caminho importante. 34 

 35 

 36 
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1.3. Resistência Bacteriana a Metais Pesados (Ferro e Zinco) 1 

A presença de MP no ambiente pode ser danosa a microbiota residente, sobretudo em 2 

virtude de sua característica bioacumulativa, por outro lado, bactérias comumente habitam 3 

ambiente contaminados (Hu & Boyer, 1996 e Shen et al.,2019). Sabe-se que alguns metais 4 

pesados participam de processos metabólicos importantes em bactérias, e que estes 5 

organismos são capazes de crescer na presença de substâncias tóxicas (Auger et al.,2013 e 6 

Intorne et al.,2012), porém em concentrações mais altas, metais também apresentam 7 

toxicidade contra bactérias. Sendo assim, algumas espécies bacterianas dispõem dos mais 8 

variados mecanismos de resistência a excesso de metais pesados, como efluxo do íon 9 

metálico, redução ou oxidação dos metais para formas menos tóxicas e/ou bioindisponíveis, 10 

acúmulo e complexação dos metais no interior da célula, quelação por meio de metabólitos 11 

secundários seguidos de exsudação ou compartimentação (Fig. 01) (Auger et al.,2013 e 12 

Intorne et al.,2012). Normalmente, os componentes genéticos desse aparato de resistência 13 

estão localizados em plasmídeos, embora possam ser cromossômicos, em alguns casos 14 

(Malik, 2004 e Jasmine et al., 2012). Esses componentes variam de espécie para espécie e 15 

podem ser específicos para cada tipo de metal (Malik, 2004 e Jasmine et al., 2012). 16 

Fig.01: Desenho esquemático demonstrando os mecanismos de resistência bacteriana à metais pesados.  17 

 18 

O Fe é um metal essencial ao metabolismo de células bacterianas, especialmente em 19 

espécies como Leptospirillum ferrooxidans e Acidithiobacillus ferrooxidans, que são capazes 20 

de oxidar o ferro ferroso (Fe2+) a ferro férrico(Fe3+) para a produção de energia (Jafari et al., 21 

2016). Entretanto, o ferro pode ser tóxico a microrganismos em concentrações elevadas no 22 

ambiente. A toxicidade do Fe está ligada a capacidade do metal em reagir com peróxido de 23 

hidrogênio (H2O2), sob condições aeróbias, e produzir radicais hidroxila (Imlay,2014). Por sua 24 

vez, peróxidos e hidroxilas podem causar danos as moléculas de DNA, ácidos graxos e 25 
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proteínas (Imlay, 2014 e Pi & Helmann, 2017). Independentemente das concentrações de 1 

oxigênio, o Fe em excesso, no interior da célula, pode ser tóxico devido a sua aptidão em 2 

competir com outros metais na ligação com enzimas, e causar a inativação ou desregulação 3 

destas proteínas (Imlay,2014; Pi & Helmann, 2017 e Barwinska-Sendra & Waldron, 2017). 4 

O principal sistema de tolerância a excesso de ferro em bactérias é o armazenamento 5 

por meio de proteínas como as bacterioferritinas, ferritinas e pequenas proteínas ligantes de 6 

DNA (Pi & Helmann, 2017). Estas proteínas sequestram o Fe2+, armazenando-o em sua 7 

cavidade central sob a forma inerte de ferro oxidado (Fe3+) (Pi & Helmann, 2017). No entanto, 8 

o efluxo dos íons também parece ser uma estratégia, apesar de ter um papel pouco conhecido 9 

no caso da tolerância bacteriana a Fe (Pi & Helmann, 2017). 10 

Assim como o Fe, o Zn é um micronutriente essencial a todos os seres vivos, fazendo 11 

parte da composição de células, enzimas e processos como, por exemplo, as proteínas 12 

“dedos de zinco” (do Inglês zinc finger protein) capazes de se ligar ao DNA (Capdevila e 13 

tal.,2016). No proteoma bacteriano, aproximadamente 5% das enzimas têm o Zn como parte 14 

integrante, a exemplo de algumas metalo enzimas onde íon metálico tem caráter funcional ou 15 

estrutural (Nandaa et al.,2019; Capdevila e tal.,2016). Entretanto, o Zn, em altas, 16 

concentrações impede o funcionamento de diversas enzimas celulares e, portanto, pode 17 

impedir funções importantes no metabolismo bacteriano (Capdevila e tal.,2016). 18 

São relatados dois sistemas de efluxo de Zn por bactérias, o sistema baseado em P-19 

ATPases análogo ao sistema de efluxo de Cd, e o sistema que utiliza um transportador 20 

RND(Resistência– Nodulação– Divisão), baseado na diferença de gradiente de prótons 21 

(Biswas et al., 2021). Este último, comumente encontrado em bactérias gram-negativas, 22 

funciona como um mecanismo tripartite composto por um transportador dependente de 23 

energia no interior do citoplasma, uma proteína na membrana externa que auxilia na saída do 24 

substrato (transportador + íon) e uma que une os dois primeiros, localizada no espaço 25 

periplasmático (Biswas et al., 2021; Nesler et al.,2017). Existem ainda os mecanismos 26 

específicos encontrados em Ralstonia sp. e em Pseudomonas aeruginosa, que atuam 27 

“permutando” cátions por prótons, expulsando assim, os cátions das células. Estes 28 

mecanismos também estão envolvidos na resistência celular a Cádmio e Cobalto (Nandaa et 29 

al.,2019).  30 

Microrganismos rizosféricos, tanto exofíticos quanto endofíticos, podem estar 31 

associados a promoção de crescimento em plantas (BPCV), sobretudo em situações de 32 

estresse (Ma et al, 2016). Sendo assim, bactérias resistentes a MP são importantes em 33 

estudos que visem a promoção do crescimento vegetal em plantas de interesse comercial 34 

submetidas a estresse metálico e/ou estudos de biorremediação e fitorremediação quando 35 

cultivados em consórcio com plantas igualmente resistentes. Ademais, por serem 36 
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oligoelementos e menos tóxicos que a maioria dos metais como Cr e Cd por exemplo, Fe e 1 

Zn podem fornecer um bom modelo de estudos de exposição de microrganismos a metais 2 

pesados (Barwinska-Sendra & Waldron; 2017; Capdevila et al.,2016 e Hu e Boyer, 1996). 3 

 4 

1.4. Biota Associada a Minério de Ferro 5 

A atividade de mineração afeta a qualidade dos solos e corpos d’água adjacentes, 6 

modificando a dinâmica destes ecossistemas (Fernandes et al., 2018; Hong et al., 2015). O 7 

acúmulo de metais proveniente desta atividade é responsável pela alteração na estrutura da 8 

microbiota, tanto em relação a abundância quanto diversidade. A depender da concentração, 9 

a presença de metais pesados no ambiente é uma fonte de contaminação importante, e é 10 

prejudicial a biota residente (Cordeiro et al., 2019 e Xie et al.,2016). 11 

O ferro é um metal essencial a vida, e participa de diversos processos metabólicos em 12 

células microbianas, incluindo fixação biológica de nitrogênio, produção de energia, além de 13 

outros processos celulares baseados em oxirreduções (Sullivan e Gadd,2019). Apesar disso, 14 

em altas concentrações o ferro também apresenta toxicidade, e limita o crescimento de 15 

microrganismos, atuando como agente estressor (Briat et al., 2015). 16 

Hong et al. (2015), analisaram amostras de solo em áreas impactadas por mineração 17 

de ferro, por agricultura e em florestas plantadas para fins comerciais, nas proximidades de 18 

Pequim-China. Nas duas primeiras áreas, evidenciou-se maiores riqueza e diversidade em 19 

relação a terceira, principalmente no nível taxonômico de gênero. O trabalho concluiu que o 20 

teor de metais pesados, foi fator determinante para a composição da comunidade microbiana. 21 

Em ensaios de metataxonômica com amostras de solos no quadrilátero ferrífero - MG, 22 

comparou-se solos de vegetação de cerrado stricto sensu, com solos de uma antiga zona de 23 

mineração em processo de revegetação e solo de canga. Neste último, observou-se uma 24 

quantidade 10 a 20 vezes maior na abundância relativa das classes Thermoleophilia 25 

(Actinobactéria) e Solibacteres(Acidobacteria) em comparação com as outras zonas, isto pode 26 

ser explicado pelo fato de que o ecossistema canga se desenvolve sobre crostas ricas em 27 

Ferro e sabe-se que Actinobacterias contribuem para redução dissimulatória do ferro férrico 28 

no ambiente (Vieira et al., 2018). Cordeiro et al., (2019) realizaram análises da composição 29 

da microbiota e qualidade da água da bacia do Rio doce(MG-ES), no mesmo mês, seis(06) 30 

meses e dez (10) meses após o rompimento da barragem de rejeitos de Fundão em Mariana-31 

MG. Estas análises demonstraram mudanças temporais significativas no arranjo da 32 

microbiota, e foi possível correlacioná-las com as alterações dos níveis de metais pesados e 33 

turbidez do Rio. 34 

Em baixas concentrações, o ferro é um micronutriente para plantas, e atua em funções 35 

bioquímicas e fisiológicas, na atividade da fotossíntese, biossíntese da clorofila e 36 
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desenvolvimento dos cloroplastos. Porém, em níveis elevados, o ferro apresenta toxicidade 1 

(Briat et al., 2015). Ma et al 2016, realizaram um extenso levantamento bibliográfico mostrando 2 

a aplicabilidade da promoção de crescimento de plantas, através de microrganismos, e 3 

fitorremediação. Em outro estudo, Sun et al (2017) demonstraram que o crescimento de 4 

mudas de trigo é prejudicado em concentrações elevadas de ferro, ao passo que quando 5 

realizado cocultivo com Bacillus altitudinis o crescimento é normalizado, sendo comparado ao 6 

crescimento em solos sem ferro. Estes fatos estão ligados a capacidade da microbiota em 7 

solubilizar metais em formas biodisponíveis, sequestrar o ferro do ambiente e aumentar a 8 

capacidade da planta em acumular metais (Ullah et al, 2015). Existem vários mecanismos 9 

pelos quais o microrganismo aumenta o ganho de biomassa por parte do hospedeiro, que 10 

incluem fixação de nitrogênio, solubilização de minerais, produção de fitormônios, alteração 11 

das síntese proteica, produção de sideróforos, entre outros (Pereira et al., 2014 e Leandro et 12 

al., 2019). 13 

No presente estudo, objetivamos isolar microrganismos em uma barragem de minério  14 

com aproximadamente 65% de Fe, onde observou-se o crescimento de plantas. Suspeitamos 15 

que a comunidade microbiana da rizosfera destas plantas esteja auxiliando-as a sobreviver 16 

no ambiente estressor da barragem. Sabe-se que bactérias isoladas em locais com excesso 17 

de metais podem apresentar resistência a estes agentes químicos, uma vez que, ambientes 18 

estressores tendem a aselecionar cepas bacterianas resistentes (Nandaa et al., 2019).  19 
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2. OBJETIVOS 1 

 2 

2.1. Objetivo Geral 3 

Isolar e identificar microrganismos resistentes a metais pesados a partir de amostras 4 

de barragem de estoque de minério de ferro, bem como de rizosfera e de raízes de plantas 5 

capazes de crescer em tal ambiente. 6 

 7 

2.2. Objetivos Específicos  8 

A. Coletar e identificar espécies vegetais crescidas em ambiente de barragem de 9 

minério de ferro; 10 

B. Caracterizar os fatores abióticos (análises físico-químicas) das amostras de 11 

minério de ferro da barragem;  12 

C. Isolar microrganismos a partir de amostras de barragem de estoque de minério de 13 

ferro, bem como de rizosfera e de raízes de plantas capazes de crescer em tal 14 

ambiente; 15 

D. Selecionar e identificar linhagens bacterianas tolerantes aos metais Fe e Zn 16 

presentes nas amostras; 17 

E. Determinar a mínima concentração dos metais Fe e Zn que inibem o crescimento 18 

das bactérias selecionadas; 19 

F. Realizar a identificação molecular das linhagens bacterianas selecionadas, através 20 

da amplificação, sequenciamento e análise da região genômica correspondente ao 21 

rDNA 16S. 22 

  23 
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3. METODOLOGIA 1 

 2 

3.1. Coleta de Amostras 3 

A área de coleta das amostras foi a Barragem de Emergência da unidade do Porto do 4 

Açu da empresa Anglo American – Minério de Ferro Brasil S.A., localizada em São João da 5 

Barra – RJ, 21°49’17”Se 41°01’42”W ao nível do mar. O clima da região é caracterizado 6 

como tropical úmido, temperatura média anual de 22°C e pluviosidade média anual de 1300 7 

mm. Apresenta uma estação chuvosa no verão e uma estação seca no inverno. A barragem 8 

de emergência é composta por 4 compartimentos adequados para o armazenamento de 9 

minério de ferro, para onde é direcionado o fluxo de polpa de minério sempre que há algum 10 

problema operacional na planta industrial que a impeça de o processar. O processo de 11 

evaporação natural retira a água desta polpa formando no fundo da bacia um substrato 12 

composto por minério de ferro onde se desenvolveu uma vegetação herbácea (Fig.02). 13 

 14 

Fig.02: Foto da barragem de emergência evidenciando a vegetação crescendo sobre o minério de ferro. 15 

 16 

Foram coletadas 03 espécies de plantas em quadruplicata e amostras de minério de 17 

ferro de suas respectivas rizosferas, além de 01 amostra de minério de ferro sem vegetação 18 

(MFSV) também com 04 repetições para fins de controle. Foram selecionadas para o presente 19 

estudo, espécies de plantas que manifestavam características morfológicas distintas. Para 20 

coleta das amostras de minério de ferro utilizou-se um tubo de CPVC (cloreto de polivinil 21 

clorado) com 50,8 mm (2”) de diâmetro interno, introduzido até a profundidade de 20 cm (fig. 22 

02). Para coleta de sistemas radiculares de plantas + minério das respectivas rizosferas, cada 23 

planta teve sua parte aérea retirada. Em seguida, um tubo de CPVC com 50,8 mm (2”) de 24 

diâmetro interno foi introduzido até a profundidade de  20 cm, englobando o eixo central da 25 

raiz vegetal e o minério adjacente (rizosférico). As amostras de planta, rizosfera, bem como 26 
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de minério de ferro foram armazenadas em sacolas plásticas, e levadas para o laboratório de 1 

Biotecnologia Vegetal / Unidade de Biologia Integrativa - UENF, para identificação das 2 

espécies vegetais, tratamento, isolamento e identificação de microrganismos.  3 

Fig. 03: Processo de perfuração do minério de ferro e amostragem de rizosfera. 4 
 5 

3.2. Identificação das espécies Vegetais 6 

Os espécimes vegetais coletados foram gentilmente identificados de acordo com sua 7 

morfologia, pelo professor  Dr. Ary Gomes da Silva do Instituto Capixaba de Pesquisa, 8 

Assistência Técnica e Extensão Rural – INCAPER. 9 

 10 

3.3. Análises físico-químicas do minério de ferro 11 

A fim de conhecer  o ambiente onde as plantas estão crescendo, as amostras de 12 

minério de ferro sem vegetação foram analisadas quanto as seguintes características físico-13 

químicas: Teor de Fe, P, Mn, CaO, K2H, SiO2, Al2O3, TiO2, MgO, Matéria orgânica (PPC), 14 

Superfície Específica (SE) e potencial hidrogeniônico (pH). Com exceção da análise de pH, 15 

as amostras passaram por um processo de retirada de umidade, em estufa a 105 ºC. 16 

Para quantificação da matéria orgânica 1,0g (±0,10g) de amostra seca foi submetido 17 

a um processo de calcinação a 1000 ºC, em Mufla. Após nova pesagem,foi estimada a massa 18 

da matéria orgânica eliminada da amostra. (PPC = Perda Por Calcinação). 19 

Para determinação do pH, 10g de minério foram dissolvidos em 25 ml de água 20 

deionizada. Após agitação com bastão de vidro, a solução ficou em repouso por 01 hora. Em 21 

seguida, a amostra foi novamente ressuspendida por agitação e procedeu-se a leitura do pH 22 

com a utilização de peagâmetro (Teixeira et al 2017). 23 
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As determinações de teores dos compostos químicos foram realizadas por meio de 1 

espectrometria fluorescência de raio x, baseada no comprimento de onda da energia que os 2 

elementos presentes na amostra emitem após serem submetidos a radiação. O Equipamento 3 

utilizado foi o Espectrômetro AXIOSmAX Panalytical  4 

A determinação da SE foi baseada na análise de permeabilidade ao ar (método de 5 

Blaine), por meio deum permeabilimetro (Wang 2018). 6 

 7 

3.4. Isolamento dos microrganismos 8 

Para isolamento de microrganismos, utilizamos o meio de cultura Circle Grow (CG), 9 

uma vez que ensaios preliminares demonstraram ser este, um meio de cultura adequado ao 10 

cultivo dos microrganismos presentes no minério de ferro. O meio foi produzido diluindo-se 11 

40g do preparado comercial Circle Grow por litro de água ultrapura, adicionando-se ágar 12 

bacteriológico na proporção de 15 g/L. 13 

Adicionalmente, alíquotas das amostras de minério foram diluídas em solução salina 14 

(0,85%) na proporção de 1:1m/v. Estas soluções foram diluídas novamente em 10x, 100x e 15 

1000x. De cada solução resultante, 300 µL foram inoculados em placas de petri contendo 20 16 

ml de meio CG, com auxílio de uma alça de Drigaslki.  No caso das raízes das plantas, estas 17 

foram maceradas com uso de um almofariz e lavadas, também com solução salina (0,85%). 18 

Posteriormente, procedeu-se com o mesmo processo de diluição e inoculação. Todas as 19 

placas de petri inoculadas foram acondicionadas em estufa a 30°C por 48 horas. 20 

As colônias que cresceram nas placas foram selecionadas de acordo com as 21 

diferenças morfológicas a olho nu. Foram retirados fragmentos de cada colônia selecionada, 22 

que foram diluídos em 1000 µLde solução salina (0,85%), e realizamos então, o estriamento 23 

da solução em placas de petri com meio CG. 24 

Cada colônia isolada foi inoculada em meio CG líquido e após 12 horas foram 25 

dispostas de maneira equidistante em uma placa de petri de 150 mm de diâmetro, com auxílio 26 

de um replicador de 96 pinos de modo a se produzir uma coleção de microrganismos. 27 

 28 

3.5. Seleção de microrganismos resistentes aos metais Fe e Zn 29 

Os microrganismos isolados,foram cultivados em placas de 96 poços contendo 200 µL 30 

de meio de cultura Dygs líquido (1 L: 2 g glicose; 2 gextrato de levedura; 1.5 g peptona; 1.3 g 31 

ácido glutâmico; 500 mg K2HPO4; 500 mgMgSO4.7H2O;pH6.0). 32 

Após 12 horas de cultivo sob agitação constante de 250 rpm/min em shaker orbital a 33 

30 °C, os microrganismos foram replicados em placas de petri de 15 cm contendo meio Dygs 34 

sólido, acrescidas das seguintes concentrações de metais: 35 

 2,5, 05, 06, 07e 09 mM de Cloreto Férrico (FeCl3); 36 
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 01, 03, 04, 05 e 07 mM de Cloreto de Zinco (ZnCl2). 1 

As placas de petri foram dispostas em estufa a 30 °C e após 96 horas observou-se 2 

quais colônias cresceram nas diferentes concentrações dos metais.   3 

 4 

3.6. Caracterização dos níveis de resistência a metais dos microrganismos 5 

selecionados 6 

Para a determinação de resistência aos metais Fe e Zn , os microrganismos 7 

selecionados foram inoculados em frascos erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml de meio 8 

Dygs. Os frascos permaneceram em shaker orbital a temperatura de 30 °C até que a cultura 9 

atingisse densidade ótica D.O.600nm =1,0. Após esta fase, as culturas foram inoculadas em 10 

frascos erlenmeyers de 50 ml contendo meio de cultura Dygs e diferentes concentrações de 11 

metais próximas do limite identificado nos ensaios anteriores e permaneceram sob agitação 12 

a 30ºC em shaker orbital. Leituras de DO 600nm foram realizadas na hora “0” do cultivo e a 13 

cada 24hs por 04 dias. Todos os ensaios foram realizados com 03 repetições para cada 14 

concentração de metal e para o controle (meio Dygs puro). 15 

Após 04 dias, as leituras de densidade ótica obtidas eram subtraídas da leitura 16 

realizada na hora zero, a fim de verificar o crescimento dos microrganismos. 17 

 18 

3.7. Identificação dos Microrganismos 19 

3.7.1.  Extração de DNA dos microrganis mos resistentes 20 

Para a extração de DNA dos microrganismos resistentes, foi utilizado o KIT Plant 21 

DNAzol® de acordo com a metodologia descrita por Anerao et al., (2017). Os microrganismos 22 

resistentes foram inoculados em frascos erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml de meio 23 

Dygs. Os frascos permaneceram          em shaker orbital a temperatura de 30 °C.  24 

Assim que as culturas atingiram densidade ótica D.O.600nm = 1,0, alíquotas de 300 25 

µL foram retiradas e submetidas a centrifugação a 14000 RPM por 2 minutos, o precipitado foi 26 

então, suspendido com 300 µL do reagente Plant DNAzol® com agitação por 5 (cinco) minutos 27 

em seguida foi adicionado à solução,        300 µL de clorofórmio também com agitação por 05 28 

(cinco) minutos. Toda a solução passou por centrifugação de 10 minutos a 10000 RPM. 29 

A fase aquosa foi transferida para outro tubo, onde o DNA da amostra foi precipitado 30 

pela adição e mistura por inversão de 2,5 volumes de etanol 100%. Após repouso de 5 minutos 31 

em temperatura ambiente, promoveu-se a centrifugação durante 04 (quatro) minutos a 1200 32 

RPM, descarte do sobrenadante, lavagem com etanol 70% (previamente acondicionado em 33 

geladeira), nova centrifugação por 04 (quatro) minutos a 1000 RPM e descarte do 34 

sobrenadante. 35 

http://ascidatabase.com/author.php?author=Jayesh&last=Anerao
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Por fim, o precipitado foi ressuspendido em 50 µL de TE-RNAse, incubado por 01 1 

(uma) hora a 37 ºC e armazenado em freezer a -20 ºC. 2 

 3 

3.7.2. Amplificaçãoe sequenciamento de DNA 4 

As amostras de DNA extraídas passaram por um processo de amplificação pela  reação 5 

de PCR (polymerase chain reaction) com oligonucleotídeos (primmers) iniciadores específicos 6 

para o gene 16S rDNA. As sequências dos primmers utilizados foram: 7 

16SfD1AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (forward) e 16SrP1ACGGTTACCTTGTTACGA 8 

(reverse) (Tran V. T et al., 2017). 9 

Posteriormente, as amostras seguiram para laboratório parceiro onde o DNA foi 10 

sequenciado com base na fita molde através do método descrito por Sanger e colaboradores 11 

(1977).  12 

Após a etapa anterior, foram gerados arquivos em formato “.AB1” que contêm o 13 

cromatograma (identificação dos nucleotídeos) do sequenciamento. Com base nesse arquivo, 14 

por meio do software Bioedit®, foi possível obter a sequência de nucleotídeos que integram a 15 

região 16S rDNA do genoma dos microrganismos estudados. Para identificação dos 16 

microrganismos utilizou-se a ferramenta BLAST ® do banco de dados do NCBI (National 17 

Center for Biotechnology Information).  18 

  19 

  20 
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4. RESULTADOS 1 

 2 

4.1. Identificação das espécies vegetais 3 

Com o objetivo de conhecer as espécies vegetais coletadas, as plantas foram identificadas 4 

de acordo com sua morfologia. As plantas 01 (Fig.4A e 4B) e 03 (Fig.4E e 4F) são 5 

representantes da família ASTERACEAE e correspondem respectivamente às espécies 6 

Conyza canadensis (L.) Cronquist e Pluchea sagitalis (lam.) Cabrera, já a planta 02 (Fig. 4C 7 

e 4D) pertence à família Cyperaceae e seu nome científico é Rhynchospora nervosa (Vahl.) 8 

Boeck. 9 

Fig. 04: Imagens demonstrando as plantas coletadas neste estudo. A e B: Planta 01 - Conyza canadensis (L.) 10 
Cronquist (ASTERACEAE); C e D: Planta 2 - Rhynchospora nervosa (Vahl.) Boeck (Cyperaceae); E e F: Planta 3 11 
-Pluchea sagitalis (lam.) Cabrera (ASTERACEAE). 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
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4.2. Análises físico-químicas  1 

A fim de caracterizar os fatores físico-químicos do ambiente onde as plantas e os 2 

microrganismos alvos deste estudo foram obtidos, foram realizadas análises físico-químicas 3 

das amostras de substrato coletadas na rizosfera das plantas, e das amostras de minério de 4 

ferro sem vegetação (MFSV). Os resultados são apresentados em forma de gráficos na figura 5 

abaixo: 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 
Fig. 05: Gráficos comparando os resultados das análises físico-químicas das amostras de minério de ferro de 29 
rizosfera de Conyza canadensis, Rhynchospora nervosa e Pluchea sagitalis com as amostras de MFSV. Os 30 
asteriscos indicam que há diferença entre o valor do parâmetro quando comparado com o valor medido na amostra 31 
MFSV (Tukey, p ≤ 0,05) 32 

 33 
Após análise ANOVA das médias das 04 repetições com o nível de significância no 34 

teste Tukey (p ≤ 0,05), verificamos que há diferença significativa entre o teor de Al2O3, K2O, 35 
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P, Mn, CaO, PPC e pH quando comparamos as amostras de rizosfera das plantas com as 1 
amostras MFSV. Encontramos também níveis maiores de SiO2 na região da rizosfera de C. 2 
canadenses e P. sagitalis e SE na rizosfera de R. nervosa e P. sagitalis. 3 
 4 
 5 

4.3. Isolamento de Microrganismos a partir das amostras de minério de ferro 6 

Visando isolar microrganismos presentes nas amostras da barragem, realizou-se a diluição 7 

das amostras em solução salina. Após o plaqueamento em meio CG e cultivo em estufa a 30 °C 8 

durante 48 horas, foram obtidas colônias bacterianas, em seguida isoladas de acordo com suas 9 

diferenças morfológicas (cor e formato). A partir das amostras de rizosfera, raízes e MFSV foram 10 

identificados 20, 07 e 07 morfotipos de colônias respectivamente, totalizando 34 tipos morfológicos 11 

diferentes.  12 

Após o cultivo em meio líquido CG para cada um dos isolados, as colônias foram replicadas 13 

em placas de petri de 15cm de diâmetro (Fig. 6A) com uso de um replicador, com exceção de 14 

duas colônias que foram separadas em placas de 10cm (Fig. 6A e 6B) em função de seu 15 

crescimento acelerado em relação as demais. Todas as placas estão acondicionadas em 16 

temperatura em torno de 6 °C. 17 

 18 

 19 
 20 
Fig.06: A imagem demonstrando placa de 15cm de diâmetro contendo 32 colônias de microrganismos isolados a 21 
partir de minério de ferro. B e C: Colônias de microrganismos separados em placas de 10cmdevido a sua 22 
velocidade de crescimento.  23 
 24 
 25 

4.4. Seleção de microrganismos resistentes em meio sólido 26 

 Tendo como objetivo selecionar os microrganismos resistentes aos metais alvo deste 27 

estudo, realizamos a inoculação das bactérias em placas de petri com auxílio de um 28 
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replicador, em meio de cultura Dygs sólido acrescido de diferentes concentrações de Fe e Zn. A 1 

tabela 01 demonstra o modelo de nomenclatura adotado para identificação das colônias e a posição 2 

destas na placa original que foi utilizada para os ensaios de seleção de microrganismos resistentes 3 

Tabela 01: Elaborada pelo autor para demonstrar a localização das colônias na placa de petri original, bem como 4 
a nomenclatura adotada para identificação dos microrganismos. 5 
 6 

Na nomenclatura das bactérias considera-se: 7 

 A primeira letra indica a origem da amostra, “R” para minério de ferro de 8 

rizosfera; “S” para minério de ferro sem vegetação (MFSV) e P para 9 

microrganismos das raízes de plantas (endofíticos e   exofíticos); 10 

 O primeiro número indica a numeração das amostras; 11 

 O segundo número indica a numeração das repetições no plaqueamento; 12 

 A segunda letra serve para diferenciar os microrganismos. 13 

Antes de serem replicados nas placas de petri, os microrganismos passaram por uma 14 

etapa de crescimento em meio líquido, e após 24hs as soluções contendo os microrganismos 15 

foram diluídas 100x. Exceção feita aos microrganismos dispostos nas posições D5 e E5 que 16 

foram diluídas 1000x dada sua velocidade de crescimento acentuada. 17 

A seguir, são apresentados os resultados gerados pelo processo de seleção de 18 

bactérias quanto a resistência a Ferro e Zinco. 19 

 20 

4.4.1 Seleção de Microrganismos Resistentes a Ferro 21 

Com vistas a seleção de microrganismos resistentes a Fe, as colônias da  coleção 22 

foram replicadas em meio Dygs sólido (fig. 7A), e meio Dygs acrescido de 2,5 mM (fig. 7B); 23 

5,0 mM (fig. 7C); 6,0 mM (fig. 7D); 7,0 mM (fig. 7E) e  9,0 mM (fig. 7F) de Cloreto Férrico 24 

(FeCl3). 25 

Após 48 horas de cultivo em estufa a 30 °C, observamos o crescimento de apenas 26 

quatro colônias na concentração 6,0 mM de FeCl3. Estas colônias estão nas posições B2, C2, 27 

Tabela 1 - Posição das Diferentes Colônias na Placa 

  1 2 3 4 5 

A R1.1A R1.1C S1.2C R3.1A  

B S1.2A P2.3A R3.3B R2.1A  

C R1.2A S2.1A R1.3B S2.1A  

D R1.1B R3.2A P2.3B P2.1A R2.3A 

E P3.1A R3.3B R1.2C R3.1B R1.3C 

F S1.2B P2.2A R1.1D R1.2D  

G R3.3A R1.2B S1.2D R3.2B  

H S1.3A R1.3A P1.1A P1.3A   
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D2 e E4 da placa original e correspondem respectivamente aos microrganismos P2.3A, 1 

S2.1A, R3.2A e R3.1B. O primeiro foi isolado da raiz de Rhynchospora nervosa, o segundo de 2 

uma amostra de MFSV e o terceiro e quarto isolados de minério adjacente as raízes de 3 

espécimes de Pluchea sagitalis. Apenas o microrganismo R3.1B cresceu a 07 e 09 mM de 4 

FeCl3. 5 

 6 

Fig. 07: Microrganismos inoculados em meio sólido com diferentes concentrações de Fe. A: Meio Dygs puro 7 
(controle); B: Dygs + 2,5 mM de FeCl3; C: Dygs + 5,0 mM de FeCl3; D: Dygs + 6,0 mM de FeCl3; E: Dygs + 7,0 mM 8 
de FeCl3 e F: Dygs + 9,0 mM de FeCl3 9 

 10 

4.4.2. Seleção de Microrganismos Resistentes a Zinco 11 

Objetivando a seleção de microrganismos resistentes a Zn, as colônias da  coleção 12 

foram replicadas em meio Dygs sólido (fig. 8A), e meio Dygs acrescido de 1,0 mM (fig. 8B); 13 

3,0 mM (fig. 8C); 4,0 mM (fig. 8D); 5,0 mM (fig. 8E) e 7,0 mM (fig. 8F) de Cloreto de Zinco 14 

(ZnCl2). 15 

No ensaio com 05 mM de Zinco 21 colônias conseguiram demonstrar algum grau de 16 

crescimento. Dentre estas, destacam-se os microrganismos S1.2B, isolado de MFSV e P2.1A, 17 
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isolado de sistema radicular de Rhynchospora nervosa, ambos cresceram bem a 7,0 mM de 1 

ZnCl2. Estas colônias estão nas posições F1 e D4 na placa original respectivamente. 2 

Fig. 08: Microrganismos inoculados em meio sólido com diferentes concentrações de Zn.A: Meio Dygs puro 3 
(controle); B: Dygs+1,0mM de ZnCl2; C: Dygs+3,0mM de ZnCl2; D: Dygs+4,0 mM ZnCl2; E: Dygs +5,0mM de 4 
ZnCl2 e F: Dygs+7,0 mM de ZnCl2. 5 
 6 

4.5. Caracterização dos níveis de resistência a metais dos microrganismos 7 

selecionados 8 

Com o intuito de corroborar com os ensaios em meio sólido e determinar com mais 9 

exatidão a concentração dos metais que inibem o crescimento dos isolados bacterianos, os 10 

microrganismos resistentes a Fe nomeados como P2.3A, S2.1A, R3.2A e R3.1B foram 11 

inoculados em meio líquido Dygs acrescido de Ferro nas concentrações 06mM, 07mM, 08mM, 12 

09mM e 10mM e os microrganismos nomeados como S1.2B e P2.1A foram inoculados em 13 

meio Dygs acrescido das mesmas concentrações do metal Zinco. 14 

A figura 09 demonstra as médias de leitura de DO600nm realizadas a cada 24 horas. 15 

As bactérias P2.3A e R3.1B cresceram em meio de cultura Dygs com 06mM de Fe.  R3.1B   16 

demonstrou crescimento no cultivo até 09mM de Fe, o que corrobora com os ensaios em meio 17 
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sólido. Porém, os microrganismos S2.1A, R3.2A não apresentam crescimento nas 1 

concentrações do metal aqui analisadas, diferentemente dos ensaios em meio sólido, quando 2 

estas cresceram a 06 mM de ferro. 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 
 20 
 21 
 22 
Fig. 09: Gráficos demonstrando as leituras de Densidade ótica (DO600nm) durante os cultivos dos microrganismos  23 
P2.3A, S2.1A, R3.2A e R3.1B em concentrações de 06mM, 07mM, 08mM, 09mM e 10mM de FeCl3. 24 
 25 

A figura 10 evidencia as médias de leitura de DO600nm nos ensaios de inibição de 26 

crescimento para os microrganismos S1.2B e P2.1A a cada 24 horas. Em ambos os ensaios, 27 

os microrganismos foram tolerantes a 08 mM de Zinco. 28 

Fig.10: Gráficos demonstrando as leituras de Densidade ótica (DO600nm) durante os cultivos dos microrganismos 29 
S1.2B e P2.1A em concentrações de 06mM, 07mM, 08mM, 09mM e 10mM de ZnCl2. 30 
 31 

 32 
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4.6. Identificaçãodos microrganismos selecionados 1 

Pretendendo identificar preliminarmente as espécies dos microrganismos 2 

selecionados nos ensaios de inibição por Zn e Fe, foi realizada a extração, seguida de PCR e 3 

sequenciamento da região 16S rDNA das estirpes bacterianas consideradas resistentes. Após 4 

o tratamento das sequencias foram obtidas sequências de 1278 pares de base (Pb), 1344 Pb, 5 

695 Pb e 1052 Pb para os microrganismos P2.3A, R3.1B, S1.2B e P2.1A, respectivamente.  6 

A comparação das sequências obtidas com o banco de dados “16S ribosomal RNA sequences 7 

(Bacteria and Archaea)” do NCBI, indicaram que os isolados P2.3A (resistente a 06 mM de 8 

Fe) e S1.2B são representantes do Gênero Enterobacter. O isolado P2.1A (resistente a 08 9 

mM de Zn) foi identificado com pertencente à espécie Enterobacter mori. O isolado R3.1B, 10 

que se mostrou resistente a 09mM de ferro revelou pertencer à espécie Priestia megarterium. 11 

Os melhores alinhamentos para as sequencias dos microrganismos em estudo são mostrados 12 

na tabela 02: 13 

Tabela 02: Alinhamentos das sequências com o banco de dados do NCBI 

Microrganismo Nome Científico Cobertura (%) E Valor Identidade (%) Pb 

P2.1A Enterobacter mori 100 0 97,72 1052 

S1.2B 
Enterobacter cloacae 97 0 97,66 

695 
Enterobacter mori 98 0 97,41 

P2.3A 
Enterobacter bugandensis 100 0 99,45 

1278 
Enterobacter hormaechei  100 0 99,45 

R3.1B Priestia megaterium 100 0 99,85 1344 

Tabela 02: Elaborada pelo autor para demonstrar o alinhamento das sequencias obtidas no presente estudo com 14 
o banco de dados do NCBI - National Center for Biotechnology Information. 15 

 16 

Os isolados bacterianos resistentes a metais serão doravante identificados como 17 

Enterobacter sp. P2.3A, Enterobacter sp. S1.2B e Enterobacter mori P2.1A e Priestia 18 

megarterium R3.1B.  19 

20 
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5. Discussão 1 

 2 

5.1. Espécies vegetais identificadas no reservatório de minério 3 

As plantas coletadas durante este trabalho foram identificadas como pertencentes às 4 

espécies: Planta 01 - Conyza canadensis; Planta 2 - Rhynchospora nervosa e Planta 3 - 5 

Pluchea sagitalis. A primeira e a terceira pertencem a família Asteraceae e a segunda à família 6 

Cyperaceae. 7 

Conyza canadensis é uma espécie herbácea natural da América do Norte, porém 8 

disseminada em todo o mundo (Bajwa et al, 2016 & Sansom et al, 2013). São organismos 9 

rústicos, eficientes e capazes de crescer em situações de adversidade como solo com elevada 10 

salinidade (até 25%) e é capaz de germinar sob estresse de umidade (−0,8 MPa) (Khan et al. 11 

2013 & Tozzi et al. 2014). C. canadenis também apresenta tolerância concentrações 12 

substantivas de metais pesados como Ag, Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Ni, Pb, Cu, Zn, 13 

(Vukojević, 2016; Wei et al., 2004 e Wei et al., 2009), além  da capacidade em acumular e 14 

translocar os metais  As, Al, Cd, Cr Cu, Fe, Pb e Zn (Vukojević, 2016; Xia et al, 2018 Yang et 15 

al, 2014 e Yu et al., 2019).  16 

 Rhynchospora nervosa é um membro da família Cyperaceae. Espécie nativa 17 

endêmica do Brasil (Schneider et al., 2017 & Thomas et al., 2020). Esta planta possui hábito 18 

herbáceo e apresenta um caule rizomatoso curto (Bezerra et al., 2022). Adejumo e 19 

colaboradores (2020) demonstraram espécimes do gênero Rhyncospora sp. crescendo em 20 

solos com altas concentrações de Pb, Cd, Cr, Cu, Zn e As. Rhynchospora sp. também foram 21 

catalogados em ambientes de “Canga”, na região da Serra dos Carajás, no estado do Pará 22 

(Nunes et al., 2016 e Schettini et al., 2018). O Ecossistema Canga, é caracterizado por possuir 23 

solos ricos em ferro, rasos e rochosos, ácidos e pobres em nutrientes e com concentrações 24 

de metais potencialmente tóxicas (Gagen et al., 2019; Nunes et al., 2016 e Schettini et al., 25 

2018).  26 

Pluchea sagitalis é uma espécie de hábito herbáceo, perene, de caule ereto e com 27 

altura variando entre 30 e 90 cm. A espécie ocorre nas Américas do Norte e do Sul e no 28 

continente Asiático e é reconhecida por sua boa adaptabilidade (Barros et al., 2006; Cruz et 29 

al., 2016 e Rossato et al., 2012). Também já foi descrita crescendo em solos de Canga (Cruz 30 

et al., 2016). P. sagitalis demonstrou tolerância ao Pb ao crescer sob concentrações de 1000 31 

μM deste metal, além de acumular Pb em suas raízes e parte aérea na proporção de 8031 32 

μg/g e 1498 μg/g respectivamente (Rossato et al., 2011).  33 

As plantas dispõem de diversos mecanismos contra a toxicidade de metais pesados, 34 

seja evitando a absorção destes ou produzindo antioxidantes para atenuar a ação de espécies 35 
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reativas de oxigênio e, consequentemente combater a lesão oxidativa (Wang et al., 2010 e 1 

Zhou et al., 2010). A fitorremediação é uma abordagem ambientalmente adequada na 2 

descontaminação de solos. Devido a sua adaptabilidade, resiliência e capacidade de 3 

crescimento, além do fato de estarem se desenvolvendo no ambiente estressor da barragem, 4 

as espécies vegetais coletadas neste estudo podem constituir-se ferramentas de remediação 5 

em solos contaminados por metais pesados. 6 

 7 

5.2. Análises Físico-químicas   8 

Apesar de indispensável ao meio de vida moderno, a atividade de mineração impacta 9 

o ambiente do entorno. O acúmulo de metais pesados em solos ao redor do mundo tem 10 

aumentado significativamente ao longo dos anos (Abdullahi et al, 2021), e alguns destes 11 

metais podem ser tóxicos mesmo em quantidades muito baixas e podem prejudicar a 12 

produção agrícola, a saúde de seres humanos e outros organismos vivos a esses solos 13 

associados (Luo et al, 2107 & Xavier et al, 2019). 14 

A barragem alvo deste estudo não é um ambiente natural, constitui-se de um depósito 15 

de minério de ferro já beneficiado na forma de “Pelet Feed” (matéria prima para produção de 16 

pelotas de minério de ferro). Este material foi depositado na barragem entre o f inal de 2014 e 17 

meados de 2015. Porém, antes de ser beneficiado, o minério foi extraído na mina da 18 

AngloAmerican localizada na cidade de Conceição do Mato Dentro – MG.  19 

Além  de rochas contendo minerais ricos em ferro, esta mina apresenta outros minerais 20 

primários contaminantes como muscovita {KAl2(AlSi3O10)(F,OH)2}, biotita 21 

{K(Mg,Fe)3(AlSi3O10)(F,OH)2}, gibbsita  - Al(OH)3, clorita 22 

{(Mg,Fe)3(Al,Si)4O10(OH)2.(Mg,Fe)3(OH)}, quatzo (SiO2), e teores elevados de óxidos de 23 

Alumínio e Fósforo {Al2O3 e P2O5} (Morais et al., 2020 e Rolim, 2016). 24 

Por se tratar de minério de ferro concentrado, já se esperava que houvesse uma 25 

concentração elevada de Fe, média de 66,12% e 66,69% para as amostras de rizosfera e 26 

MFSV respectivamente, além da presença de outros metais como Al, Mn e  Ti. Sabe-se que 27 

a solubilidade de metais pesados no solo é inversamente proporcional ao pH (Shengnan Hou 28 

et al, 2019 & Zhong et al 2020) e, portanto, o caráter alcalino das amostras indica baixa 29 

biodisponibilidade dos metais pesados, apesar de sua alta concentração.  30 

Ao ser depositado na barragem de emergência, a polpa de minério de ferro 31 

apresentava um pH de aproximadamente 10,5. Entretanto, processos naturais, tanto químicos 32 

quanto biológicos, reduziram gradativamente o pH deste ambiente. A média de pH das 33 

amostras  de minério de ferro da rizosfera das três plantas - 8,05, 7,77 e 7,71 - mostrou-se 34 

significativamente menor quando comparadas a média de pH das amostras de MFSV que foi 35 
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de 8,95, ao passo que, os percentuais de Al2O3, CaO, Mn, P, K2O, SiO2, SE e PPC foram 1 

significativamente maiores nas amostras de rizosfera.  2 

Sabe-se que a secreção de exsudatos e ácido orgânicos por parte dos microrganismos 3 

e raízes das plantas altera a composição físico-química e é capaz de modificar a forma dos 4 

minerais no solo (Naveed et al., 2017; More et al., 2019 e Zörb et al., 2014). Nesse caso, é 5 

possível inferir que a secreção destes compostos na área da rizosfera das plantas coletadas, 6 

esteja atuando no processo de redução do pH do substrato e contribuindo para mobilização 7 

ou quelação dos minerais, dissolvendo os nutrientes para a solução do solo (Khorassani., 8 

2011; Naveed et al., 2017; Meena et al., 2016; Preece & Peñuelas, 2019; Pishchik et al., 2021; 9 

Sattar et al, 2018; Sun et al., 2018 e Vives-Peris et al., 2019), enquanto no caso do MFSV, 10 

elementos como Ca, P, K, Si, entre outros, ainda encontram-se incorporados a estrutura 11 

cristalina dos minerais primários, não sendo detectáveis através dos métodos de ensaio 12 

utilizados neste estudo.  13 

A fragmentação do substrato por parte da raiz das plantas e a dissolução dos minerais 14 

primários por meio da ação de exsudatos radiculares pode explicar o aumento da SE na 15 

rizosfera de R. nervosa e P. sagitalis (Naveed et al., 2017 e Meena et al., 2016). Ademais, o 16 

próprio estabelecimento da comunidade de plantas e microrganismos sobre o minério 17 

contribui para o aumento da matéria orgânica (PPC) e por conseguinte a ciclagem de 18 

nutrientes em formas biodisponíveis no substrato (More et al., 2019 e Sun et al., 2018) 19 

Sendo assim, ao se desenvolverem sobre o minério de ferro, a biota residente está 20 

provocando mudanças no ambiente, de modo a torná-lo menos adverso ao crescimento de 21 

plantas. Porém são necessários mais estudos para confirmar esta hipótese. 22 

 23 

5.3. Microrganismos isolados de minério de ferro, resistentes a Fe e Zn 24 

 Sabe-se que metais têm ação antimicrobiana, alguns destes como Ag, Cu e Zn são 25 

utilizados em compostos para controle de pragas, desinfetantes, e conservantes por 26 

exemplo (Auger et al., 2013 e Cidre et al., 2017). Em face a este panorama, muitos 27 

microrganismos exibem mecanismos de resistência a metais pesados, como redução ou 28 

oxidação, produção de sideróforos, efluxo do metal para o exterior da célula, acúmulo e 29 

compartimentação (Auger et al., 2013; Cidre et al., 2017 e Intorne et al., 2012). 30 

 31 

5.3.1. GêneroEnterobacter sp. 32 

Com base no sequenciamento da região 16S rDNA, nós identificamos preliminarmente 33 

os isolados bacterianos Enterobacter sp.  P2.3A, resistente a 06 mM de Fe e Enterobacter sp. 34 

S1.2B e Enterobacter mori P2.1A, resistentes a concentrações de 08 mM de Zn. 35 



 

31 
 

 

O gênero Enterobacter spp. foi proposto por Hormaeche e Edwards em 1960, este 1 

grupo pertence à família Enterobacteriaceae e são descritos como bacilos Gram-negativos 2 

anaeróbios facultativos e flagelados (Davin-Regli et al., 2019 e Hormaeche & Edwards, 1960). 3 

Espécies desse gênero são amplamente conhecidas como promotores de crescimento 4 

vegetal, dispondo de diversos mecanismos como produção de Amônia (NH3), cianeto de 5 

hidrogênio (HCN) e quitinase, que são importantes no controle de fitopatógenos; da enzima 6 

Ácido 1-amino-ciclopropano 1-carboxílico desaminase (ACCD), que atenua a ação do etileno 7 

na inibição do crescimento vegetal; e de Sideróforos, que atuam na quelação e sequestro de 8 

Fe e outros metais (Guo et al., 2020 & Sagar et al., 2020). Algumas espécies deste gênero 9 

são fixadores de nitrogênio, solubilizadores de fosfato ou possuem características que 10 

auxiliam as plantas a se desenvolverem em ambientes adversos como solos com elevada 11 

salinidade, pouca oferta de nutrientes, pouca disponibilidade de água e elevada concentração 12 

de metais pesados (Guo et al., 2020 & Sagar et al., 2020). 13 

O sequenciamento do genoma completo de Enterobacter Spp. identificou a presença 14 

de uma gama de genes relacionados a resistência, degradação e desintoxicação de metais 15 

como As, Cd, Co, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Pbe Zn (Abdullahi et al., 2021 e Guo et al., 2020) , 16 

2020). Os autores também identificaram a presença de genes associados à promoção de 17 

crescimento vegetal relacionados a solubilização de fosfato, fixação de nitrogênio, além da 18 

produção de sideróforos, ACCD, amônia (NH3) e ácido‑3‑indolacético (AIA) (Guo et al., 2020).  19 

Algumas bactérias do gênero Enterobacter spp. são capazes de crescer em 20 

concentrações elevadas de Al, Zn, Mo, Mn, Pb, Cu, Cr e Ni  (Sagar et al., 2020 e Sun et al., 21 

2020).  Segundo estes autores, a produção de Sideróforos e ACCD estão correlacionadas a 22 

habilidade destes microrganismos em crescer em ambientes sob estresse de metais. Os 23 

sideróforos são frequentemente descritos como importantes metabólitos para sequestro de 24 

Fe por microrganismos devido a sua alta afinidade por Fe3+, mas também podem quelar 25 

metais não ferrosos como Zn, Cu, Mn e Al (Behnsen & Raffatellu, 2016; Sagar et al., 2020; 26 

Hu e Boyer, 1996). Outro estudo demonstrou a resistência da espécie Enterobacter cloacae. 27 

A 08mM de Zn e 48 mM de cobre (Cidre et al., 2017). Subrahmanyam et al. (2018) analisaram 28 

a MIC de Enterobacter sp. C1D para os metais Cu, Zn, Pb, Cr e Co e chegaram aos seguintes 29 

resultados: 400, 750, 350, 400 e 10 μg/mL respectivamente. Além da resistência a metais, 30 

esta estirpe também foi competente na promoção do crescimento vegetal, inclusive 31 

demonstrando capacidade de se fixar e colonizar a raiz. Singh e colaboradores (2018) 32 

demonstraram que Enterobacter ludwigii é resistente a concentrações de 1000 mg/L de Zn, 33 

800 mg/L de Ni, 600 mg/L de Cu e 500 mg/L de Cd. Neste estudo a bactéria foi essencial na 34 

promoção crescimento de trigo(Triticum aestivum) em condições de cultivo com a presença 35 

de níveis elevados de Zn (Singh et a, 2018). De acordo com Sayyed et al, (2015) Enterobacter 36 
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sp. RZS5 é hábil em se desenvolver em meios com as seguintes concentrações dos metais 1 

Mn, Fe, Zn e Cu: 2000, 2000,1200 e 1400 μM respectivamente. 2 

A tabela 03 resume os resultados de resistência aos metais Fe e Zn encontrados na 3 

literatura em comparação aos resultados encontrados no presente trabalho para os 4 

microrganismos do gênero Enterobacter spp. 5 

Tabela 03: Resistência Bacteriana Gênero Enterobacter sp. 

Cepa Zn (mg/L) Sal (mg/L) Sal  Fonte 

E. mori P2.1A 523,00 1090,00 ZnCl2 - 

Enterobacter sp. S1.2B 523,00 1090,00 ZnCl2 - 

Enterobacter sp. PR14 750,00 N/I N/I Sagar et al., 2020 

E. cloacae 523,00 1090,00 ZnCl2 Cidre et al., 2017 

Enterobacter sp. C1D  750,00 N/I N/I Subrahmanyam et al., 2018 * 

E. ludwigii CDP-14  405,00 1000,00 ZnSO4 Singh et al., 2018 ** 

Enterobacter sp. RZS5 78,50 193,76 ZnSO4 Sayyed et al, (2015)  

Cepa Fe (mg/L) Sal (mg/L) Sal Fonte 

Enterobacter sp. P2.3A 335,00 973,00 FeCl3 - 

Enterobacter sp. RZS5 112,00 324,00 FeCl3 Sayyed et al, (2015)  
Tabela 03: Resistência bacteriana Gênero Enterobacter sp. aos metais Zn e Fe. Em negrito os microrganismos 6 
isolados no presente estudo. Para efeito de comparação, todas as concentrações estão apresentadas em mg/L. 7 
N/I = Não informado pelos autores. 8 
 9 

Os resultados apresentados neste trabalho, corroboram com a literatura no sentido de 10 

que microrganismos do gênero Enterobacter apresentam resistência a metais pesados. 11 

Enterobacter sp.  P2.3A e Enterobacter mori  P2.1A foram isolados das raízes de 12 

Rhynchospora nervosa sugerindo seu potencial na colonização de vegetais. Futuros estudos 13 

poderão avaliar sua atuação na promoção de crescimento vegetal e biorremediação em 14 

ambientes contaminados por metais. 15 

 16 

5.3.2. Priestia megaterium 17 

A cepa R3.1B foi identificada como pertencente à espécie Priestia megaterium. Esta 18 

bactéria demonstrou tolerância a concentrações elevadas de Fe, se desenvolvendo bem em 19 

meio de cultura contendo 09 mM deste metal. 20 

P. megaterium foi descrita pela primeira vez em 1884 por Bary e, à época foi 21 

classificada dentro do gênero Bacillus, com o nome de Bacillus megaterium. Recentemente, 22 

porém, com o avanço das técnicas de genômica, este e outros microrganismos do gênero 23 

Bacillus passaram por uma reclassificação e foi proposto um novo gênero que foi chamado 24 

de Priestia (Gupta et al., 2020). 25 

Estirpes de P. megaterium são estudadas e utilizadas para uma grande variedade de 26 

aplicações biotecnológicas como por exemplo a produção de enzimas da família citocromo 27 

P450 aplicada no fabrico de fármacos, biorremediação, catálise de reações químicas entre 28 
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outros (Bahrami et al., 2018 e Li et al., 2020); produção das vitaminas“C”e “B12” (Halliwell et 1 

al., 2020 e Wang et al., 2019); pesquisa básica de genética da esporulação (Riyami et al., 2 

2019); biorremediação de solos sob estresse salino (Wang et al., 2020); estudos relacionados 3 

a redução dos danos fitotóxicos do Quinclorac (Shi et al., 2017); promoção de crescimento 4 

vegetal (Vílchez et al., 2018 e Huang et al., 2019); biorremediação de solventes orgânicos 5 

(Runguphan et al., 2021). e produção de bioplásticos (polihidroxialcanoatos - PHA) (Shahid  6 

et al., 2021). 7 

P. megaterium possui um arcabouço genético envolvido na resistência as mais 8 

variadas pressões ambientais, incluindo o estresse osmótico, oxidativo, salino, de 9 

temperatura, presença de herbicidas, inseticidas, metais pesados, entre outros (Li et al., 2021 10 

e Nascimento et al. 2019). No que se refere a metais pesados, foram identificados genes 11 

envolvidos no transporte e/ou redução e/ou tolerância aos metais Cu, Co, Ni, Cd, As, Cr, Fe 12 

Mn, Mg, V e Zn  (Fierros-Romero et al., 2019; Nascimento et al. 2019 e Rivas-Castillo et al., 13 

2017). Algumas cepas apresentam tolerância e capacidade de remoção dos metais As, Cr, 14 

Hg, Ni, Al, Se, V, Mo, l (Chien et al., 2012; Cheung et al., 2005; Rivas-Castillo e et al., 2017 e 15 

Rivas-Castillo et al., 2018). 16 

Nath e colaboradores (2019), identificaram a MIC da cepa GCC-SO1 de 17 

aproximadamente 33, 1650, 583 e 283 μg/mL para os metais Cd, Pb, Fe e Cu 18 

respectivamente. Pleshakova et al (2021), isolaram duas cepas de P. megaterium (69,3 e 19 

69,5) e determinaram que a Máxima Concentração de Tolerância (MTC) ao Fe2+ para estes 20 

microrganismos foi de 1200 mg/L e a MIC foi de 1800 mg/L . No mesmo estudo a cepa 69,3 21 

demonstrou capacidade de remoção de 21% e 33% de Fe2+ do meio de cultura enquanto a 22 

cepa 69,5 removeu 34% e 39% de Fe2+. A tabela 04 resume os resultados de resistência de 23 

P. megaterium a Fe encontrados na literatura comparando-os aos resultados encontrados no 24 

presente trabalho. 25 

Tabela 04: Resistência P. megaterium 

Cepa Fe(mg/L) Sal (mg/L) Sal Fonte 

P. megaterium R3.1B 503,00 1461,00 FeCl3 - 

P. megaterium GCC-SO1  214,19 583,00 FeSO4 Nath et al., 2019* 

P. megaterium 69,3 240,00 1200,00 FeSO4.7H2O Pleshakova et al., 2021 

P. megaterium 69,5 240,00 1200,00 FeSO4.7H2O Pleshakova et al., 2021 
Tabela 04: Resistência bacteriana P. Megaterium ao metal Fe. Em negrito o microrganismo isolado no presente 26 
estudo. Para efeito de comparação, todas as concentrações estão apresentadas em mg/L. 27 
 28 
 29 

No âmbito da promoção de crescimento vegetal, a análise do genoma de P. 30 

Megaterium demonstrou que esta espécie dispõe de um aparato genético envolvido nos 31 

mecanismos de solubilização de fosfato e transporte e assimilação de fosfato inorgânico; na 32 

redução de nitrato/nitrito e nitrito/amônia; na produção de sideróforos e absorção de Fe; na 33 
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via de síntese de AIA e ACCD; modulação e/ou produção de fitormôniose de produção 1 

compostos orgânicos voláteis (VOCs) relacionados a promoção de crescimento vegetal; além 2 

de genes que possuem funções nos sistemas de mobilidade e quimiotaxia bacteriana, e na 3 

produção de óxido nítrico, cianeto de hidrogênio e 2,4-diacetil floroglucinol e fosfonatos 4 

ligados a mecanismos de defesa contra fitopatógenos (Dahmani et al., 2020 e Nascimento et 5 

al. 2019). 6 

Diversos estudos confirmaram na prática a competência de P. Megaterium na 7 

promoção de crescimento vegetal em uma ampla variedade de espécies, incluindo a planta 8 

modelo Arabidopsis thaliana (Zhou et al., 2016; Vibhuti et al., 2016 e Wang et al., 2021) e 9 

espécies comerciais como pimentão (Capsicum annuum) (Bhatt & Maheshwari, 2020); soja 10 

(Glycine max) (Zhou et al. 2017 e Akinrinlola,  2018); arroz (Oryza sativa L.) (Feng et al. 2017); 11 

Feijão (Phaseolus vulgaris) (Korir et al., 2017 e Abdel et al., 2019) tomate (Solanum lycopersicum) 12 

(Ibort et al., 2017 e Nascimento et al., 2019); milho (Zea mays) (Al-Enazy et al. 2017); trigo 13 

(Triticum turgidum e Triticum aestivum) (Montoya et al., 2019; Qin et al., 2021 e Rashid et al., 14 

2021) e cana-de-açúcar (Saccharum spp.) (Singh et al., 2020). P. Megaterium revela diversos 15 

mecanismos para a promoção de crescimento vegetal, como a secreção de ácidos orgânicos 16 

- fosfatases ácidas e fitases - que solubilizam fosfato e o tornam biodisponível, além de 17 

também atuar como fixadora de nitrogênio (Hu et al., 2013; Singh et al., 2020; Kang et al., 18 

2020 e Pishchik et al., 2021); P. Megaterium atua também na alteração das concentrações de 19 

fitohormônios como ácido abscísico (ABA) e na produção de AIA (Bhatt & Maheshwari, 2020 20 

e Feng et al., 2017). P. Megaterium também demonstrou capacidade em diminuir a toxicidade 21 

de Ni e Cd em plantas, além de atuar no biocontrole de fitopatógenos como bactérias, fungos, 22 

oomicetos e nematoides (Acurio et al., 2020; Adrees et al., 2019; Chen et al., 2019; Mannaa 23 

et al., 2017; Pishchik et al., 2021; Qin et al., 2021; Sahebani et al., 2020; Saleh et al., 2021; e 24 

Zhou et al., 2020). Inclusive biofertilizantes patenteados já estão disponíveis no mercado, seja 25 

composto por um consórcio de P. megaterium e outras bactérias ou apenas P. Megaterium e 26 

uma mistura de matéria orgânica. Esses fertilizantes auxiliam na disponibilidade de fósforo e 27 

potássio, fixação de nitrogênio, inibição de microrganismos nocivos e prevenção de doenças 28 

(Wang et al., 2010; Wyciszkiewicz et al., 2015 e Jianzhong, 2019).  29 

No presente trabalho a Cepa R3.1B de P. Megaterium foi isolada de minério de ferro 30 

sob a influência da rizosfera de Pluchea sagitalis, porém, essa espécie bacteriana já foi 31 

descrita como um microrganismo epifítico e endofítico (Chinnaswamy et al., 2018; Feng et al., 32 

2017; e Shah et al., 2019).Nesse cenário, podemos sugerir que a cepa R3.1B isolada neste estudo é 33 

candidata promissora em estudos de promoção de crescimento vegetal, sobretudo em circunstâncias de 34 

estresse metálico, haja visto que este microrganismo apresentou resistência a Fe acima da literatura 35 

consultada. Adicionalmente, a diversidade de aplicações tecnológicas dos microrganismos desta espécie 36 
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sugere que o isolamento deste microrganismo em minério de ferro abre uma série de opções para estudos 1 

em biotecnologia, como oxidação e redução de metais, biolixiviação e quelação de metais, tratamento 2 

de efluentes industriais, entre outros. 3 

  4 
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6. CONCLUSÕES 1 

 2 

 As plantas coletadas foram identificadas com pertencentes as espécies Conyza 3 

canadensis, Rhynchospora nervosa e Pluchea sagitalis. Ambas apresentam bastante 4 

capacidade de crescimento sob estresse abiótico o que corrobora coma literatura consultada; 5 

 Devido a sua resiliência, tolerância a metais, rusticidade, adaptabilidade, e velocidade 6 

de crescimento Conyza canadensis e Pluchea sagitalis são candidatas  interessantes para 7 

estudos de fitorremediação de áreas contaminadas com metais; 8 

 É provável que a ação de exsudatos radiculares e dos microrganismos estejam 9 

alterando o ambiente da barragem e tornando-o menos adverso. Porém esta hipótese carece 10 

de mais estudos para ser confirmada; 11 

 Os microrganismos isolados neste estudo e que demonstraram tolerância a metais 12 

pesados, foram identificados como pertencentes ao gênero Enterobacter sp. e a espécie 13 

Priestia megaterium; 14 

 Enterobacter spp. possuem diversos genes que conferem resistência a metais além 15 

de evidências práticas dessa resistência de acordo com a literatura, confirmando os resultados 16 

obtidos neste estudo, onde Enterobacter mori P2.1A e Enterobacter sp. S1.2B demonstraram 17 

elevada resistência a ZnCl2 (08mM) e Enterobacter sp. P2.3A demonstrou relativa resistência 18 

a FeCl3 (06mM); 19 

 Da mesma forma, os resultados dos ensaios de resistência de Priestia megaterium 20 

R3.1B, evidenciaram resistência a 09mM de FeCl3. Não encontramos na literatura, referências 21 

indicando resistência desta espécie a uma concentração tão elevada de Ferro, portanto 22 

consideramos que a Cepa isolada neste estudo possui elevada resistência a este metal; 23 

 São necessários ainda mais estudos que explorem a resistência dos microrganismos 24 

aqui isolados a outros tipos de metais bem como os mecanismos envolvidos em sua 25 

resistência. Estas bactérias podem ter aplicabilidade em biorremediação de áreas impactadas 26 

por metais pesados, sejam em conjunto comConyza canadensis e/ou Pluchea sagitalis ou 27 

com plantas de interesse comercial; 28 

 Priestia megaterium possui uma grande variedade de aplicações biotecnológicos já 29 

conhecidas e é capaz de sobreviver sobre diversas condições ambientais. Portanto, 30 

projetamos novos estudos que demonstrem se este micorganismo é capaz de promover o 31 

crescimento vegetal em plantas sob estresse metálico.32 
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