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RESUMO

A producao continua de residuos leva a contaminacdo das 4guas doces por metais, 0 que
representa sérias ameacas a saude humana e aos demais seres vivos. Entre estes
encontra-se o cobre, que é um micronutriente essencial, porém em elevada concentragdo
torna-se toxico para os organismos. O uso de plantas aquaticas como Salvinia auriculata
tem sido proposto para biorremediagdo de ambientes contaminados por metal.
Associadas com essas plantas sdo encontradas bactérias, que exibem diferentes
mecanismos para promover o crescimento vegetal, entre eles est4 a prote¢cdo contra o
estresse abiotico. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi identificar bactérias
promotoras do crescimento vegetal associadas a S. auriculata e resistentes a cobre com
potencial de promover a biorremediacdo deste metal em &areas contaminadas.
Inicialmente, realizou-se o isolamento das bactérias associadas a planta em meio de
cultura DYGS. Foram obtidas 18 bactérias identificadas por sequenciamento do gene 16S
rRNA: Rhizobium radiobacter, Bacillus megaterium, Bacillus sp, Bacillus toyonensis,
Curtobacterium sp. (4 cepas), Enterobacter sp. (2 cepas), Pseudomonas aeruginosa (2
cepas), Pseudomonas mosselii, Pseudomonas fulva, Siccibacter colletis,
Stenotrophomonas maltophilia (2 cepas) e Stenotrophomonas sp. Em seguida, avaliou-se
producdo de compostos indolicos pelo método de Salkowsky, fixacdo biolégica de
nitrogénio com meios semi-solidos NFb e JNFb, e solubilizacdo de fosfato em meio Basal
com Cas(POa4)2. Como resultado, oito isolados se destacaram na producdo de compostos
inddlicos, 12 fixaram nitrogénio atmosférico e 17 foram capazes de solubilizar fosfato. O
isolado Enterobacter sp 3.1.3.0.X.18 obteve melhores resultados in vitro para as
caracteristicas de promocao e foi selecionado para in6culo em S. auriculata. Neste
sentido, foram realizados 2 tratamentos mantidos em casa de vegetagao por 4 dias: 1)
planta (controle) e 2) planta + bactéria, sendo observado ao final que a planta inoculada
apresentou aumento significativo (p< 0,05) de biomassa vegetal fresca (29,6%).
Posteriormente, realizou-se ensaio de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para os 18
isolados com CuSO4 nas concentragfes de 1 a 9 mmol. Quatro bactérias foram mais
resistentes ao metal: duas cepas de P. aeruginosa 3.1.3.0.X.2 e 3.1.3.0.X.6 (CIM:7 mmol),
R. radiobacter 3.1.3.0.X.12 (CIM: 5 mmol) e Enterobacter sp 3.1.3.0.X.18 (CIM: 9 mmol).
No ensaio com metal em meio liquido com essas bactérias, observou-se que Enterobacter
sp 3.1.3.0.X.18 foi a cepa mais resistente. Entdo, um segundo ensaio com planta foi
realizado utilizando o metal, sendo o in6culo da bactéria feito no 1° dia e adicionado o
metal no 5° dia, totalizando 8 dias de experimento e 4 tratamentos: 1) planta, 2) planta +
bactéria resistente, 3) planta + 0,01 mmol de CuCl2 e 4) planta + bactéria resistente + 0,01
mmol de CuClz. A bactéria inoculada nas plantas na presenca de cobre e comparada as
plantas ndo inoculadas na presenca do metal levou a um aumento significativo (p< 0,05)
de biomassa fresca (51%), biomassa seca (62%), teores de clorofila a (18%), clorofila b
(47%) e carotenodides (4,69%). O extravasamento de eletrdlitos foi maior no tratamento 3
em relacdo ao tratamento 4 inoculado com o micro-organismo. Assim, foi possivel
encontrar bactérias promotoras do crescimento vegetal resistentes a cobre associadas a
Salvinia auriculata e obter um isolado candidato a tornar processos de biorremediacao de
efluentes contaminados por cobre mais eficientes.

Palavras-Chave: Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal, Interacdes Planta-
Bactéria, Biorremediacao, Metal.
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ABSTRACT

Continuous waste production leads to freshwater contamination by metals, which pose
serious threats to human health and other living things. Among these is copper, which is
an essential micronutrient, but in high concentration it becomes toxic to organisms. The
use of aquatic plants such as Salvinia auriculata has been proposed for bioremediation of
metal contaminated environments. Associated with these plants are bacteria, which exhibit
different mechanisms to promote plant growth, including protection against abiotic stress
Thus, the objective of the present work was to identify plant growth promoting bacteria
associated with S. auriculata and copper resistant with potential to promote the
bioremediation of this metal in contaminated areas. Initially, plant-associated bacteria were
isolated in DYGS culture medium. Eighteen bacteria identified by sequencing of the 16S
rRNA gene were obtained: Rhizobium radiobacter, Bacillus megaterium, Bacillus sp,
Bacillus toyonensis, Curtobacterium sp. (4 strains), Enterobacter sp. (2 strains),
Pseudomonas aeruginosa (2 strains), Pseudomonas mosselii, Pseudomonas fulva,
Siccibacter colletis, Stenotrophomonas maltophilia (2 strains) and Stenotrophomonas sp.
Then, the production of indole compounds by Salkowsky method, biological nitrogen
fixation with semi-solid NFb and JNFb media, and phosphate solubilization in Cas(POa)2
Basal medium were evaluated. As a result, eight isolates excelled in the production of
indolic compounds, 12 fixed atmospheric nitrogen and 17 were able to solubilize
phosphate. The Enterobacter sp 3.1.3.0.X.18 isolate obtained better in vitro results for the
promotion characteristics and was selected for inoculum in S. auriculata. In this sense, 2
treatments were carried out in a greenhouse for 4 days: 1) plant (control) and 2) plant +
bacteria. It was observed at the end that the inoculated plant showed a significant increase
(p< 0.05) of plant biomass fresh (29.6%). Subsequently, Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) assay was performed for 18 isolates with CuSOa4 at concentrations of 1 to 9 mmol.
Four bacteria were more resistant to the metal: two strains of P. aeruginosa 3.1.3.0.X.2
and 3.1.3.0.X.6 (MIC: 7 mmol), R. radiobacter 3.1.3.0.X.12 (MIC: 5 mmol) and
Enterobacter sp 3.1.3.0.X.18 (MIC: 9 mmol). The in liqguid medium metal assay with these
bacteria, Enterobacter sp 3.1.3.0.X.18 was found to be the most resistant strain. Then, a
second plant experiment was performed using the metal, being the bacterium inoculum
made on the 1st day and the metal added on the 5th day, totaling 8 days of experiment
and 4 treatments: 1) plant, 2) plant + resistant bacteria, 3) plant + 0.01 mmol CuClz and 4)
plant + resistant bacteria + 0.01 mmol CuClz. Bacterial inoculated plants in the presence of
copper and compared to non inoculated plants in the presence of metal led to a significant
increase (p< 0.05) of fresh biomass (51%), dry biomass (62%), chlorophyll a (18%),
chlorophyll b (47%) and carotenoids (4.69%). Electrolyte leakage was higher in treatment
3 compared to treatment 4 inoculated with the microorganism. Thus, it was possible to find
copper resistant plant growth promoting bacteria associated with Salvinia auriculata and to
obtain an isolate candidate to make copper contaminated effluent bioremediation
processes more efficient.

Key words: Plant Growth promoting Bacteria, Plant-Bacterial Interactions. Bioremediation,
Metal.
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1. INTRODUCAO

A disponibilidade de metais no ambiente aquatico aumentou a partir da Revolugéo
Industrial (JACOB et al., 2017). Desse modo, os niveis de contaminantes tornaram-se
excessivos, ameacando a saude humana e prejudicando o desenvolvimento daqueles que
habitam corpos hidricos, ja que metais ndo sdo degradados e podem se acumular na
cadeia trofica, causando dano as células (RAJESHKUMAR et al., 2018; OBREGON et al.,
2019).

Das contaminacdes por metal ocorridas no meio aquético, as concentracdes
crescentes de cobre vém se destacando, e apesar desse metal ser um micronutriente
com participacdo em varias reacdes metabdlicas, em elevada concentracao é toxico para
0s seres vivos. O aumento de cobre no ambiente aquético ocorre devido a processos que
utilizam o metal como matéria-prima, por exemplo, o cobre € muito utilizado na agricultura
para fabricacdo de fungicidas e herbicidas (BRUNETTO et al., 2014; RUBIO et al., 2016).
Também é aplicado como algicida em atividades domésticas para limpeza de piscina e
aquéario (POMPEO, 2017), é encontrado em despejos de efluentes industriais de
galvanoplastia (POMBO et al., 2008; RAMOS et al., 2019) e atividades de mineragdo (de
CARVALHO et al., 2017).

Plantas aquaticas do género Salvinia apresentam caracteristica fitorremediadoras e
tém sido indicadas para remocéao de cobre em corpos hidricos (BIZZO et al., 2014; DAS et
al., 2016; PANFILI et al., 2017; FREITAS et al., 2018). A planta também ja é utilizada no
tratamento de efluentes (PINAFFI & SANTOS, 2019; SCHWANTES et al., 2019). Por isso,
pode ser considerada uma alternativa viavel para uso na remocdo de metais e em
processos de tratamento de efluentes industriais.

Associadas com as plantas, frequentemente, sdo encontradas bactérias promotoras
do crescimento vegetal (BPCV). Estas bactérias atuam por mecanismos diretos de
promocdao, realizando fixagdo biologica de nitrogénio (FBN), solubilizacdo de fosfato e
producéo de fitorménios (GLICK et al., 2012). Mecanismos indiretos ocorrem quando
micro-organismos benéficos impedem que patégenos ou substancias tdéxicas, como 0s
metais em elevada concentracdo, causem prejuizo a planta (FRAILE et al., 2015). Dessa

forma, é possivel que bactérias associadas a S. auriculata promovam o crescimento da



planta em ambientes contaminados por cobre. No entanto, ainda pouco se conhece sobre
a resposta da interacdo dessa planta aquatica com bactérias benéficas em condi¢des de
estresse por metal. Neste sentido, o trabalho apresentado a seguir foi organizado e

dividido em duas partes: Revisdo Bibliografica e Capitulo 1.

10



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar bactérias promotoras do crescimento vegetal associadas a S. auriculata

Aublet e resistentes a cobre com potencial de promover a biorremediacdo deste metal em

areas contaminadas.

2.2. Objetivos especificos

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7

Isolar bactérias associadas a Salvinia auriculata;

Caracterizar a morfologia das col6nias e das células bacterianas isoladas de S.
auriculata;

Identificar as bactérias isoladas através do sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA,

Avaliar os isolados quanto a fixacdo biolégica de nitrogénio, producdo de
compostos inddlicos e solubilizacdo de fosfato inorganico;

Determinar a capacidade da promoc¢do de crescimento vegetal da bactéria
selecionada através da sua inoculacdo em S. auriculata;

Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de cobre nos isolados
bacterianos a fim de encontrar aqueles resistentes ao metal,

Avaliar o crescimento da planta aquatica S. auriculata inoculada com a bactéria

resistente na presenca de cobre.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O metal cobre

O cobre é um metal de coloracdo vermelha com brilho levemente opaco, localizado
no grupo I-B da tabela periddica. O seu numero atdbmico é 29 e tem massa atémica igual
63,55 u. E um metal macio, maleavel e ductil. O simbolo quimico é Cu, que tem origem do
latim “cuprum”. E um elemento natural da crosta terrestre, que pode ser encontrado
naturalmente em rochas, sedimentos e corpos hidricos (RUSSEL 2004; DELMAIL et al.,
2011).

Em baixa concentracéo, o cobre € um micronutriente essencial para 0s organismos.
Os seres humanos consomem cerca de 0,9 mg de cobre por dia, uma quantidade
adequada para a maioria das suas necessidades (ANVISA 2005; ALTARELLI et al., 2019).
A importancia bioldgica e funcional do cobre nos organismos vivos esta relacionada com
as funcbes metabdlicas de enzimas cobre-dependentes chamadas cuproenzimas, como a
citocromo c oxidase. Esta enzima catalisa reagdes fisiolégicas importantes relacionadas
com fosforilagdo oxidativa, inativacdo de radicais livres, coagulacdo sanguinea e
metabolismo de ferro (SOMA et al., 2018; ALTARELLI et al., 2019). Nas plantas, o cobre
também é um micronutriente importante no metabolismo, pois esta associado com
proteinas envolvidas em reacfes redox. Um exemplo é a plastocianina, que participa no
transporte de elétrons durante as reacgbes fotoquimicas (SHAHBAZ & PILON 2019;
MIGOCKA & MALAS 2018; BOSNIC et al., 2019). No entanto, o cobre pode ser toxico
guando em excesso, podendo induzir alteraces no DNA, na integridade da membrana
celular, na respiragdo, na fotossintese e na atividade enzimatica, o que coloca em risco a
sobrevivéncia e causa inibicdo do crescimento dos seres vivos (ZVEZDANOVIC et al.
2007; ZHAO et al., 2010; YANG et al., 2016; SAGRIPANTI 2018).

Altas concentracbes de metais no meio aquatico causam contaminacdo dos
ecossistemas de agua doce, que fornecem a maioria dos recursos para a vida no planeta,
incluindo alimentacéo, meio de transporte e habitat para muitos organismos como peixes
e plantas (RAO & PRABHAKAR 2011). Um dos grandes problemas enfrentados pela
humanidade esta relacionado a quantidade e qualidade da agua prontamente disponivel

para abastecimento (ORGAN, 2009). Uma vez nos corpos hidricos, os metais podem ser
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depositados no sedimento, absorvidos pelos organismos e acumulados nos niveis troficos
superiores (BENSON et al, 2017; ALI et al., 2013).

De acordo com 6rgéo brasileiro responsavel pela ado¢édo de parametros ambientais,
o Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA, os niveis de poluentes permissiveis
no ambiente foram estabelecidos, proibindo o lancamento em niveis nocivos ou perigosos
para os seres humanos e outras formas de vida. Dessa forma, a resolucdo CONAMA n°
357 estabelece que néo se deva exceder o limite de 0,009 mg L de cobre dissolvido na
agua doce de Classe 1, que é destinada: a) ao abastecimento para consumo humano
apos tratamento simplificado; b) a protecdo das comunidades aquaticas; c) a recreacao
de contato primario; d) a irrigacdo de hortalicas; e) e a protecdo das comunidades
aquaticas em Terras Indigenas.

No Brasil, a contaminacdo hidrica por metal vem chamando atencdo apds os
eventos de rompimento de barragem de rejeito de mineradoras ocorridos em
Brumadinho/MG (2019) e Mariana/MG (2015). Nestas ocasifes, quildmetros de rios
foram afetados, gerando um prejuizo ambiental incalculadvel. Estudando o rio Doce em
Mariana/MG, de CARVALHO et al.,, 2017 mostraram que as concentracdes de cobre
encontradas ap0s o acidente foram 124 maiores que o valor maximo permitido pelo
CONAMA para agua doce de Classe 1. Neste sentido, é preciso buscar formas de tratar o
ambiente e uma das alternativas € o emprego de métodos biolégicos utilizando plantas

aguaticas.

3.2. Plantas aquaticas

Plantas aquaticas frequentemente sdo chamadas de macrofitas aquaticas. Nos
corpos hidricos, essas plantas desempenham papéis ecoldgicos importantes. Podemos
citar: a sua alta produtividade primaria, séo reflgios para animais invertebrados e peixes,
realizam absorcao e liberacdo de nutrientes na coluna d’agua e reforczam o sedimento,
reduzindo a eros&o (POMPEO, 2008; GIBBS et al., 2012).

Salvinia auriculata Aublet. (Figura 1) € uma pteriddfita pertencente a ordem
Salvinales, cujas plantas apresentam tamanho reduzido e flutuam na superficie da agua.
O género Salvinia possui aspecto morfolégico caracterizado por folhas com filotaxia

verticilada. Na planta, em cada n6 ocorrem trés folhas, sendo duas flutuantes com longos
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e abundantes tricomas e a terceira folha é submersa, assemelhando-se a uma raiz.
Nessa folha submersa sdo encontradas pequenas bolsas (esporocarpos), que contém
varios leptosporangios, permitindo classifica-las como folhas e nédo raizes (GONCALVES
2007; RAVEN 2007).

Figura 1: A planta aquatica Salvinia auriculata Aublet. Adaptado de Nachtrieb, J. G. (2012).

Com ampla distribuicdo geografica, Salvinia auriculata € comumente encontrada em
aguas doces (HENRY-SILVA et al., 2008). Em condicdes favoraveis, a planta rapidamente
se dissemina por propagacao vegetativa, podendo duplicar sua biomassa em 3 a 5 dias e
colonizar extensas superficies de agua doce em tempo reduzido (ESTEVES, 2011; POTT
e POTT, 2000).

As plantas do género Salvinia tém sido estudadas quanto a resisténcia para varios
metais (Tabela 1). Trabalhos recentes tém mostrado que a planta é resistente a cobre,
podendo ser empregada na remocdo deste metal. Segundo FREITAS et al., (2018),
Salvinia biloba apresentou potencial fitorremediador em ambientes aquaticos
contaminados com 5 yg mL?! de Cu. DAS et al.,, (2016) observaram que S. cucullata
também apresentou atividade fitorremediadora 15 mg mL* de Cu. e BIZZO et al., (2014),
estudando S. auriculata, mostraram que a planta tem um mecanismo eficiente contra o

estresse causado por Cu, que parece ser mediado por respostas antioxidantes.
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Tabelal. Resisténcia a metais em Salvinia.

Espécies Metais Referéncias
LORIA et al. (2019); de FREITAS et al.
Salvinia biloba Raddi Pb, Cu, Hg (2018); CASAGRANDE et al. (2018);
ZEVALLOS et al. (2018).
Salvinia rotundifolia Cr PONCE et al. (2019).
Salvinia molesta Hg, Cu, Cr, Cd, Pb, As IRAWANTO (2018); da SILVA et al. (2018).

PONCE et al. (2019); LEAL-ALVARADO et
Salvinia minima Baker Pb, Cd, Ni, Pb, Zn, Cr al. (2018); IHA & BIANCHINI (2015);
PRADO et al. (2015).

PANFILI et al. (2017); BIZZO et al. (2014);
WOLFF et al. (2012); ESPINOZA-
QUINONES et al. (2009); WOLFF et al.
(2009).

Salvinia auriculata Cu, Cd, Cr, Pb, Zn

Estudos de interagéo entre plantas e micro-organismos tém demonstrado o papel de
bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) na protecdo contra estresses
abiodticos, incluindo o estresse causado por metais (JIAN et al., 2019; SHAMEER &
PRASAD 2018; ROJAS et al., 2014). No entanto, a maioria dos estudos é em solo, no
ambiente terrestre. A interacao entre BPCV e plantas aquéticas ainda € pouco conhecida
(SAHA et al., 2016; ISHIZAWA et al., 2017). Mas poderia a sobrevivéncia de plantas
aquaticas em ambientes contaminados estar também relacionada a presenca desses
micro-organismos, melhorando o desenvolvimento vegetal e auxiliando na resisténcia a

metais.

3.3. Bactérias benéficas

Na interagdo entre planta e micro-organismos, a planta oferece um ambiente
protegido para as bactérias subsistirem. Ao mesmo tempo, esses micro-organismos
produzem e liberam compostos que podem estimular o crescimento, anulando ou
diminuindo os efeitos nocivos de substancias toxicas nas plantas. No entorno das raizes,
as plantas também liberam exsudados que atraem as bactérias, podendo ainda ser
utilizados como fonte de energia pelos micro-organismos (MESA et al., 2017; GLICK et
al., 2014).
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As Bactérias Promotoras Crescimento Vegetal (BPCV) sdo assim chamadas porque
disp6em de mecanismos que ajudam no desenvolvimento da planta. Elas se destacam,
principalmente, pelo seu potencial agricola, promovendo o crescimento vegetal e
reduzindo o uso de fertilizantes e pesticidas (De ANDRADE et al., 2019).

A Fixacdo Biolégica de Nitrogénio (FBN) € um mecanismo de promoc¢do do
crescimento vegetal que possibilita a biossintese de macromoléculas essenciais como
proteinas e &cidos nucléicos (BALDANI et al., 2014). A maior fonte de nitrogénio na
natureza esta na forma de nitrogénio atmosférico (N2), que ndo é assimilado diretamente
pelas plantas. Bactérias chamadas de diazotroficas sdo capazes de realizar a FBN, que é
0 processo biolégico pelo qual o N2 é convertido em amodnia (NHs) através da enzima
nitrogenase, permitindo que este elemento seja assimilado pelos vegetais (GLICK et al.,
2012).

A producédo de fitormbnios € mais uma caracteristica das Bactérias Promotoras
Crescimento Vegetal (BPCV). O grupo das auxinas, por exemplo, representa um
hormonio vegetal de extrema importancia para o desenvolvimento da planta, pois esta
envolvido em diferentes fases do crescimento, tais como: iniciacdo das raizes,
alongamento e divisdo celular, diferenciacdo de tecidos vasculares, dominancia apical,
senescéncia em frutos e no florescimento (DAVIES et al., 2010).

O fosforo (P) é um elemento essencial para as plantas, a deficiéncia deste elemento
pode causar a restricdo do crescimento das plantas (WEI et al.,, 2016). As bactérias
solubilizadoras de fosforo podem transformar o P insolivel em formas sollveis por meio
da acidificacdo, quelacdo e a formacdo de substancias poliméricas, 0 que pode estar
relacionado com a producéo de 4cidos organicos ( DELVASTO et al., 2006).

No éambito dos mecanismos indiretos, que nao influenciam diretamente no
crescimento do vegetal, ttm-se as bactérias com acédo contra fitopatdgenos (PANDEY et
al., 2019; MISHRA et al., 2018) e as bactérias biorremediadoras. De modo respectivo,
estas bactérias atuam promovendo o crescimento, ao reduzirem a acdo do patégeno e a
biodisponibilidade de compostos téxicos ao vegetal (MA et al., 2016).

Recentemente, estudos tém descrito a microbiota de plantas aquaticas. Alguns
trabalhos envolvendo isolamento e inoculagdo de bactérias em macréfitas aquaticas ja

constataram a promog¢ao do crescimento vegetal mediado por micro-organismos
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(ISHIZAWA et al., 2017; SAHA et al.; 2016) . Isolados produtores de compostos indolicos
foram, inclusive, recomendados para o0 uso como biofertilizantes (ORTEGA-ACOSTA et al.,
2015).

Alguns estudos avaliaram mecanismos indiretos das BPCV em macréfitas (EL-DEEB
et al., 2012). Para biorremediacdo de metais, por exemplo, CHAKRABORTY et al., (2013)
verificaram que a remocdo de Cr (VI) na planta aquatica Pistia em associacdo com
Bacillus calcis GXBC foi superior ao controle ndo inoculado. Dessa forma, tem sido
observado que a associacdo de BPCV resistentes a metais com plantas aquaticas

remediadoras pode trazer novas alternativas para a descontaminacdo de ambientes.

3.4. Biorremediacao

A biorremediacao € uma tecnologia “amiga” do ambiente (do inglés, ecofriendly), que
utiliza seres vivos para degradar, transformar, remover ou imobilizar contaminantes (MANI
& KUMAR., 2014). Plantas remediadoras de metais possuem alta resisténcia ao poluente,
boa capacidade de absorcdo de metais, apresentam elevada taxa de crescimento, rapida
producéo de biomassa, tém capacidade de desenvolverem-se em diferentes ambientes e
sdo de facil amostragem (REZANIA et al., 2016). S. auriculata €, portanto, uma candidata
a fitorremediacéao.

Para desempenharem tais funcbes, as plantas interagem com o0s metais do
ambiente por diferentes mecanismos. Sao exemplos: a fitoextracdo, onde as raizes das
plantas absorvem o0s metais, podendo transloca-los para as outras partes da planta
(MAHAR et al., 2016); a fitoestabilizacdo, que reduz a biodisponibilidade dos metais, de
modo que as plantas conseguem imobiliza-los (KHALID et al., 2017); a fitovolatilizacao,
guando o composto € absorvido pela planta, translocado e liberado pela superficie do
tronco e das folhas (LIMMER & BURKEN, 2016; SAKAKIBARA et al., 2010).

A biorremediacao também pode ser classificada em dois tipos: in situ ou ex situ. Na
biorremediacgéo in situ, os contaminantes sao tratados diretamente no local, enquanto na
biorremediacdo ex situ os contaminantes sao coletados e tratados em outra area
(WADGAONKAR et al., 2019; BALSEIRO-ROMERO et al., 2019; SHAHNAWAZ et al.,
2019). Neste contexto tem-se a bioaumentacdo, quando micro-organismos Sao

adicionados para melhorar o metabolismo de substancias téxicas, como os metais. Esta
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técnica pode ser utilizada em estacbes de tratamento de aguas residuais industriais
melhorando a eficiéncia de remocéo destes compostos (RAPER e t al., 2018).

Os micro-organismos da mesma forma que as plantas exibem mecanismos de
remediacdo e podem auxiliar nesse processo. Dentre esses mecanismos, tem-se: a
biossorcéo, a adsorcdo, o efluxo, o influxo e a bioacumulacdo (ETESAMI 2018). Na
biossorcéo ocorre o sequestro extracelular de metais na parede celular da bactéria, com a
finalidade de restringir a entrada dos compostos no interior da célula. Isso se da pela
presenca de grupos especificos carregados negativamente que se associam aos
elementos, imobilizando-os na parede celular (CHOINSKA-PULIT et al., 2018). Outro
mecanismo é a adsorcao, que tem o sequestro extracelular de metais dado por ligacédo ao
EPS, uma camada composta de expolissacarideos, proteinas, lipidios e outros
constituintes de baixo peso molecular, que neutralizam os efeitos tdéxicos dos metais fora
da célula (KUSHWAHA et al.,, 2017). O efluxo ocorre por meio da manutencdo da
homeostase intracelular controlada por ATPases de membrana envolvidas no transporte
do metal para fora da membrana celular bacteriana (SOLIOZ., 2018). O influxo refere-se
ao acumulo de metais no citoplasma para evitar a exposicdo de compostos celulares
essenciais, onde as bactérias podem tornar os elementos toxicos nao biodisponiveis
através da ligacdo desses com metalotioneinas (MTs) (NAIK et al., 2012), por exemplo.

Assim, o uso de BPCV resistentes a metais constitui uma tecnologia importante para
fitorremediacéo, pois permite ganhos na producao de biomassa, bem como na tolerancia
das plantas aos contaminantes. Isto pode ser feito em estacfes de tratamento de
efluentes através de inoculantes aplicados em espécies de plantas acumuladoras de
metais para melhorar tanto o crescimento quanto fornecer protecao as plantas, garantindo
maior eficiéncia no processo de remoc¢ao dos metais (BABU et al., 2015; IRAWATI et al.,
2017; WANG, et al., 2018).
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CAPITULO 1

5.1. Introducéao

A poluicdo do ambiente aquatico causada por metais tem sido considerada um grave
problema ambiental. Os metais sdo elementos estaveis e ndo biodegradaveis, que podem
se bioacumular ao longo da cadeia trofica, causando sérios danos aos organismos (DIEZ
et al.,, 2017; WU et al., 2016). O cobre € um micronutriente essencial para eucariotos e
procariotos, que possui importancia biologica relacionada as funcbes metabdlicas
(ALTARELLI et al., 2019). Todavia, em altas concentracées € um elemento téxico, que
afeta negativamente a salde humana, as plantas e o ambiente, induzindo alteracdes no
DNA, na integridade da membrana celular e na fotossintese (SAGRIPANTI 2018; YANG et
al., 2016). Por ser um metal muito consumido, € fonte recorrente de contaminacao dada
através de aplicacfes de fungicidas, algicidas, fertilizantes, pela lixiviacdo da mineracéo e
pelo lancamento de &guas residuais ndo tratadas (de CARVALHO et al., 2018;
BRUNETTO et al.,, 2014; FABRIZIO et al.,, 2012; KABATA-PENDIAS 2011; ALLOWAY
2008).

Algumas espécies de plantas aquaticas acumulam metais, sendo conhecidas como
fitorremediadoras. Devido as caracteristicas naturais, determinadas macréfitas aquaticas
também tém a capacidade de aumentar a biomassa em um curto periodo de tempo,
sendo eficientes na remocao de nutrientes e de metais da agua. Logo, tais espécies de
planta tém potencial de aplicacdo para o tratamento de agua (de SOUZA et al., 2019;
TATAR et al., 2019; FAVAS et al., 2018; LU et al., 2018). Macrdfitas aquéticas do género
Salvinia (Familia Salvinaceae) fazem parte desse grupo de plantas e sdo descritas como
resistentes a cobre (FREITAS et al. 2018; LIU et al., 2018; PANFILI et al., 2017; DAS et
al.,, 2016; DONATUS., 2016; BIZZO et al. 2014) e a outros metais, como manganés,
chumbo, cadmio, niquel, cromo e mercurio (LORIA et al., 2019; CASAGRANDE et al.,
2018; FILYAROVSKAYA et al., 2017; SITARSKA et al.,, 2016; PRADO et al., 2015;
ESTRELLA-GOMEZ et al., 2012; WOLFF et al., 2012; LIZIERI et al., 2011).

Algumas aplicagBes tém sido descritas para Salvinia. Recentemente, a planta foi
estudada como matéria-prima para producao de biogas (SYAICHURROZI, 2018; BHUI et
al., 2018; SYAICHURROZI et al., 2018), de bioetanol (GUPTA et al., 2018; MUBARAK, et
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al. 2017) e como fertilizante organico (HUSSAIN et al., 2016; HUSSAIN et al., 2017).
Somado a isso, tem sido utilizada em sistemas de tratamento de aguas residuais, que séo
destaque pelo baixo custo, menor agressdao ao ambiente e, eficiente na mitigacdo de
contaminantes no ecossistema aquatico (da SILVA et al.,, 2018; NG et al.,, 2017;
CHANDANSHIVE et al., 2016; DAS & MAZUMDAR, 2016; IHA & BIANCHINI et al., 2015).

Salvinia auriculata € uma espécie de pequenas plantas aquaticas flutuantes que
crescem muito rapido, principalmente, sob condigBes favoraveis de nitrogénio e fésforo
(JAMPEETONG et al.,, 2012; ESTEVES et al.,, 1999). Por seu tamanho reduzido e
facilidade de cultivo, as plantas do género Salvinia vém se tornando modelos de estudos
de macrdfitas aquaticas. Inclusive, andlises gendmicas de caracterizacdo molecular
dessas plantas tém avancado (LEAL-AVARADO et al., 2017; MACHADO et al., 2016).

Como a maioria dos organismos pluricelulares, S. auriculata deve ser colonizada por
micro-organismos, apesar de ndo haver estudos de isolamento bacteriano a partir dessa
planta. Possivelmente, esses micro-organismos tém efeito significativo no crescimento
vegetal como ocorre no ambiente terrestre, onde s&o amplamente reconhecidas
interacdes simbidticas entre plantas e micro-organismos (ROSIER et al., 2018; SANTOYO
et al., 2016; FRAILE et al., 2015). Um exemplo sdo bactérias promotoras do crescimento
vegetal (BPCV), que estimulam o desenvolvimento da planta hospedeira, aumentando a
aquisicao de nutrientes e/ou aliviando estresses bioticos e abidticos (SHAMEER et al.,
2018; PANDE et al., 2017; NAQQASH et al., 2016; VURUKONDA et al., 2015).

Muitos trabalhos ja foram realizados para isolar e caracterizar bactérias promotoras
do crescimento vegetal (BPCV) de importantes culturas agricolas (SHABANAMOL et al.,
2018; DIAZ et al., 2016; MANZOOR et al., 2016; MAJEED et al., 2015; QAISRANI et al.,
2014). Todavia, o estudo de BPCV associadas as plantas aquaticas é recente. Os
experimentos de ISHIZAWA et al. (2017), por exemplo, mostraram que houve aumento na
producdo de biomassa vegetal da macréfita aquética Lemna minor quando as
comunidades bacterianas foram co-cultivadas com a planta. SAHA et al. (2016)
estudaram Typha angustifolia e isolaram micro-organismos endofiticos da macrofita.
Quando inoculados em arroz, estes isolados promoveram o crescimento vegetal. No
trabalho de ORTEGA-ACOSTA et al. (2015) foram isoladas bactérias de Lemna gibba e a

maioria dos isolados foi caracterizada como produtora de compostos inddlicos. Todos
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esses trabalhos mostram que isolados microbianos de plantas aquaticas apresentam
caracteristicas de promocédo do crescimento e quando inoculados no vegetal exercem
efeitos positivos no crescimento dos hospedeiros, semelhante ao observado nas culturas
terrestres.

O estresse abibtico causado por metais em plantas pode ser minimizado ou
eliminado quando BPCV resistentes a metais reduzem a biodisponibilidade desses
elementos téxicos, fazendo com que a absor¢éo pela planta seja diminuida (GUPTA et al.,
2019; LAL et al., 2019; MA et al., 2016). As bactérias apresentam varios mecanismos de
resisténcia aos metais, incluindo sistemas de efluxo, transformacéo de compostos toxicos
em formas menos danosas e a imobilizacdo ou mobilizacdo de metais (extra ou
intracelular) (ETESAMI et al., 2018; GUPTA et al., 2017; KIRAN et al., 2017). Dessa
forma, bactérias promotoras do crescimento resistentes a metais associadas com plantas
aquaticas fitoremediadoras podem trazer novas alternativas para a descontaminacao de
efluentes contaminados por cobre.

Tecnologias de biorremediacédo para tratamento de metal sdo alternativas eficazes
para remediar corpos d’agua contaminados (SAN JUAN et al., 2018). A remediacdo de
metais por métodos convencionais fisicos e quimicos ndo é econbmica e gera uma
grande quantidade de residuos secundarios. JA os agentes bioldégicos como plantas e
micro-organismos oferecem maneiras faceis e ecolbégicas de remover metais do ambiente
(JACOB et al., 2018). Sistemas de fitorremediacdo aquética utilizando macrofitas estao
cada vez mais sendo estudados e indicados para reduzir as concentracdes de metais da
agua (GHANEM et al., 2019; LU et al., 2018; REZANIA et al., 2016; RADZALI et al. 2015).
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5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Local de coleta

A planta aquética S. auriculata foi coletada na Lagoa do Jacu, em Campos dos
Goytacazes, RJ, Brasil (21° 43' 33,8" S e 41° 20" 22,4" W). Esta lagoa foi formada em uma
area de véarzea do rio Paraiba do Sul, onde foi construida uma estrada, que impediu a
conexao da lagoa com o rio. Tinha area de 0,072 km? com 1,3 km de perimetro, localizada
préxima a regido urbana, apresentando regularmente caracteristicas de eutrofizacao,
devido ao vazamento de esgoto doméstico e reducdo da area por aterramamento
(VILACA et al., 2011).

5.2.2. Cultivo da planta

As plantas foram transportadas ao laboratério, lavadas em agua corrente e mantidas
em casa de vegetacdo em solucdo nutritiva com Y da forca ionica e pH 5,8 £ 0,1
(HOAGLAND & ARNON, 1950), durante todo o periodo de experimentacao. As condicbes
meédias de fotoperiodo variaram de 12 h diurno e 12 h noturno, com temperaturas de 25
°C durante o dia e 18 °C durante a noite. A umidade relativa do ar foi de aproximadamente
70%. O Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) forneceu os dados da Estacao
Meteorolégica de Campos dos Goytacazes — RJ. Para os experimentos, as plantas foram
aclimatadas por 7 dias em solucao nutritiva, selecionando-se individuos saudaveis para a
experimentacdo (BIZZO et al., 2014).

5.2.3. Isolamento de bactérias

Amostras de plantas adultas com folhas verdes, sem sintoma de doenca, com
aproximadamente 0,5 cm de diametro de folha e 1 cm de comprimento de raiz, foram
trazidas da casa de vegetacdo para o laboratério. O excesso de agua das plantas foi
retirado colocando-as por 10 min sobre papel toalha. Plantas (0,5 g) foi adicionado a 10
mL de agua destilada estéril por 1 min, duas vezes. E em seguida, as plantas foram
transferidas para 10 mL de solucao salina estéril (NaCl 0,85%) e incubadas por 10 min em

ultrassom. Posteriormente, as plantas foram maceradas nessa mesma solucao e o extrato
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obtido foi plagueado em meio DYGS (RODRIGUES NETO, 1986). As placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 30 °C por até 72 h.

Ap6s o crescimento das col6nias, as bactérias foram isoladas com base nas
diferencas morfoldgicas, avaliando: cor, elevacdo (presente ou ausente), borda (regular ou
irregular), superficie (lisa ou rugosa) e detalhe Optico (brilhante, translicida ou opaca)
(PERIN, 2003). Dessa forma, as colénias que apresentaram caracteristicas distintas
foram incubadas em 5 mL de meio DYGS liquido a 175 rpm em agitador orbital a 30 °C
por 16 h e os isolados foram purificados através de estrias cruzadas. As células foram
ainda observadas no microscopio Optico para observacédo do formato: bacilo ou cocos e

para analise da coloracdo de Gram (PELCZAR et al., 1993).

5.2.4. Micro-organismos e condi¢des de cultivo

ApoOs serem isoladas as bactérias foram rotineiramente cultivados em meio DYGS
(RODRIGUES NETO, 1986) com temperatura de 30°C. As placas foram incubadas em
estufa bacteriologica por 24 h para o cultivo em meio sélido. Para o cultivo em meio
liquido, os tubos foram vedados e colocados em agitador orbital a 175 rpm por 24 h.

5.2.5. Identificagdo molecular dos isolados

O DNA genbmico foi extraido com reagente Plant DNAzol (Invitrogen) de acordo
com o manual do fabricante. A quantificacdo do DNA gendmico foi feita pelo NanoDrop
(NanoDrop/2000c Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific). Para amplificacdo da
regido do gene 16S rRNA foram utilizados os iniciadores para o dominio Eubacteria fD1
(27F 5AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rD1 (1429R 5AAGGAGGTGATCCAGCC3’)
(WEISBURG et al., 1991). A reacdo de amplificacdo continha 2,5 pL do tampao da Taq
10x (Tris-HCI 100 mM, pH 8,8, KCI 500 mM, 1% Triton- X 100), 2 yL MgCl2 25 mM, 0,5 pL
de dNTPs 10 mM, 1 uL de cada iniciador (10 pmol), 0,25 pL da Taqg DNA polimerase (2,5
U), 100 ng de DNA e agua ultrapura estéril para um volume final de 25 pL. A programagao
utilizada foi: 1) 95 °C por 5 min; 3 pré-ciclos de amplificacédo de 2) 95 °C por 30 s; 3) 55 °C

por 30 s e 4) 72 °C por 2 min. Em seguida, sucedeu-se mais 40 ciclos de amplificagédo 5)
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95 °C por 30 s; 6) 55 °C por 30 s, 7) 72 °C por 2 min e 8) 72 °C por 10 min. Ao final, as
amostras foram resfriadas a 4 °C ainda no termociclador.

Os fragmentos amplificados foram sequenciados pela empresa Ludwig Biotecnologia
LTDA — ACTGene Servico de sequenciamento (Rio Grande do Sul, Brasil), que preparou
as reacdoes de sequenciamento com o kit Sequencing-Big DyeTerminator Cycle
Sequencing Ready ABI Prism versdo 3 - Life Technologies, USA, seguindo as
recomendacdes do fabricante. O sequenciamento foi realizado em sequenciador ABI
modelo 3130 (Applied Biosystems).

A analise e edicdo das sequéncias foi realizada no programa BioEdit 7.0, o
alinhamento das sequéncias consenso foi realizado com Mafft Online e BLAST
Nucleotides dentro da aplicacdo web BLAST. Para andlise da distribui¢do filogenética dos
isolados foi utilizado o método de Maximum Likelihood no programa MEGA. Foi utilizado

bootstrap valor de 500.

5.2.6. Fixacao bioldgica de nitrogénio

As bactérias foram cultivadas em meio DYGS até atingir densidade 6tica - D.O. (600
nm) equivalente a 1,0. Em seguida, foram centrifugadas e lavadas com solucdo salina
(NaCl 0,85%) para retirada do meio de cultura e de possiveis fontes de nitrogénio.
Aliquotas de 20 pL da cultura foram inoculadas em frascos de 10 mL contendo 5 mL dos
meios de cultura semi-sélidos NFb e JNFb (BALDANI, 1996; DOBEREINER et al., 1976).
O ensaio foi realizado em triplicata e os frascos foram mantidos por 10 dias a 30 °C em
estufa bacteriolégica. Apés esse periodo foi analisado a auséncia ou presenca da pelicula
aerotaxica formada pelos isolados que apresentaram nitrogenase ativa, portanto,
diazotrdficos. As culturas foram repicadas para novos meios trés vezes e as bactérias que

permaneceram formando pelicula foram consideradas positivas para FBN.

5.2.7. Producgéo de compostos indolicos

Para avaliar a producéo de compostos inddlicos, foi utilizado o método de Salkowsky
(SARWAR & KREMER, 1995). Os isolados foram cultivados até atingir D.O. (600 nm)

igual 1,0 e aliquotas do cultivo de 100 pL foram inoculados em 2 mL de meio DYGS, com
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e sem adicéo de triptofano (100 pgL?), sendo mantidos no escuro por 72 h a 30 °C sob
agitacdo de 175 rpm. Para avaliacdo de sintese de compostos inddlicos, 1 mL da cultura
foi centrifugado a 13.000 rpm por 5 min e 100 pL do sobrenadante foram transferidos para
microplaca. Em seguida, foram adicionados 100 pL do reagente de Salkowsky e a placa foi
incubada no escuro por 30 min. As amostras foram analisadas em espectrofotometro a 544
nm e a quantificacdo de compostos inddlicos produzidos foi dosada por meio de curva de
calibragdo com acido indol-3-acético, relacionando absorbéancia e concentragdo de indais.
O ensaio foi realizado em triplicata para cada isolado com trés experimentos

independentes.

5.2.8. Solubilizac&o de fosfato

Os isolados foram cultivados até atingir D.O. (600 nm) igual a 1,0. Posteriormente,
uma aliquota de 10 pL de inéculo foi depositada sobre a placa de Petri contendo meio
Basal (VERMA et al., 2001) acrescido de 0,8 g L! de Ca3(POas)2. As placas foram
incubadas em estufa por 72 h e apés esse periodo foi observada a formacéao do halo de
solubilizacdo (INTORNE et al., 2009). O ensaio foi realizado em triplicata para cada

isolado em trés experimentos independentes.

5.2.9. Ensaio de promoc¢dao do crescimento vegetal

Com base nas caracteristicas de promoc¢ao do crescimento vegetal estudadas, uma
bactéria foi selecionada para in6culo em S. auriculata. Neste sentido, as plantas foram
aclimatadas por 7 dias em casa de vegetacdo usando solucao nutritiva de Hoagland com
% da forca (BIZZO et al., 2014; HOAGLAND & ARNOD, 1950). Apds esse periodo,
amostras de plantas sem sintoma de doenga, com em torno de 0,5 cm de didmetro de
folha e 1 cm de comprimento de raiz, foram trazidas para o laboratério, onde foi retirado o
excesso de agua e as plantas foram pesadas. Entdo, 1 g de planta foi transferido para
potes contendo 500 mL de solugéo nutritiva e 1 mL de inéculo da bactéria selecionada em
D. O. igual 1,0. Na condicdo controle ndo foi adicionada a bactéria. As plantas foram
mantidas por 4 dias em casa de vegetacdo. Os tratamentos foram distribuidos em cinco

repeticdes inteiramente causalizados, sendo 0s experimentos repetidos trés vezes no
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tempo. Ao final de cada experimento, foram avaliadas biomassa fresca e biomassa seca
apos secagem das amostras a 60 °C por 4 dias. Os resultados foram analisados e
expressos como média + desvio padrao e analisados pelo teste T (p< 0,05), utilizando o
programa Graph Prism, verséo 5.0.

5.2.10. Ensaio de Concentracgao Inibitéria Minima

A solucdo estoque de cobre foi preparada segundo BIZZO et al. (2014). Para os
ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) utilizou-se CuSO4 em concentracdes
crescentes (1, 3, 5, 7 e 9 mmol). Para realizacdo do experimento, a partir de uma algada
de coldnia, cada um dos isolados foi inoculado em 5 mL de meio DYGS liquido,
aliquotados e colocados no agitador orbital até atingir densidade 6tica (D.O.s00 nm) igual a
1. Entéo, foram inoculadas 3 aliquotas de 5 pL de cada cultura individualmente nas placas
de Petri contendo o metal em concentracdes crescentes. Na condi¢cdo controle ndo foi
adicionado CuSOas. Todas as placas foram incubadas em estufa por 72 h. A CIM
considerada foi a menor concentracdo testada que inibiu o crescimento bacteriano
(COOKSEY et al.,, 1990). Ao final deste ensaio, foram selecionados os isolados mais
resistentes a cobre para serem testados em meio liquido contendo CuSOa.

Para o ensaio de CIM em meio liquido, os isolados foram cultivados em tubos
contendo 3 mL de meio de cultura DYGS liquido com concentracbes crescentes de
CuSOs4 (0,1, 0,5, 1,0 e 5,0 mmol). As bactérias foram colocados em agitador orbital por

36 h. Posteriormente, foi realizada leitura no espectrofotometro em 600 nm.

5.2.11. Inoculacédo da bactéria na planta com metal

Para o ensaio, 1 g da planta S. auriculata foi transferido para potes contendo 500 mL
de solucdo Hoagland, que foram expostos a 4 tratamentos: T1. Planta (controle); T2.
Planta + bactéria resistente sem adicao de Cu; T3. Planta + 0,01 mmol CuClz e T4. Planta
+ bactéria resistente + 0,01 mmol? CuCl.. Foram utilizadas cinco repeticdes por
tratamento, por um periodo de 8 dias. Os 4 primeiros dias foram para estabelecer a
interacdo da bactéria com a planta, apos esses 4 dias foi realizada a troca da solucao

nutritiva adicionando-se o CuClz. Entdo, o ensaio foi mantido em casa de vegetacao por
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mais 4 dias, totalizando oito dias de experimentacdo. O experimento foi repetido trés
vezes. A bactéria selecionada foi cultivada em meio DYGS liquido, nas condicdes
descritas anteriormente (Item 2.4). Em seguida, 1 mL do in6culo correspondente a 108
células foi adicionado a solucdo nutritiva nos tratamentos 2 e 4 contendo S. auriculata.

5.2.12. Desenvolvimento da planta

Encerrado os dias de exposicdo ao metal, as plantas foram recolhidas e secas em
papel toalha por 10 min, sendo determinado a biomassa fresca (BF). Em seguida, o
material vegetal foi colocado em estufa a 60 °C por 4 dias para determinacdo de
biomassa seca (BS) (BIZZO et al., 2014). Os dois procedimentos foram realizados

utilizando-se balanca analitica.

5.2.13. Extravasamento de eletroélitos

Foi avaliado o extravasamento de eletrdlitos como descrito por BEN HAMED et al.,
(2007), que séo ions presentes no meio intracelular extravasados a partir da perda da
integridade das membranas sob estresse. Para tanto, as amostras de plantas (300 mg de
BF) foram colocadas em tubos contendo 15 mL de &gua ultrapura incubados em banho-
maria a 25 °C por 3 h, resfriados e depois mensurada a condutividade elétrica inicial
(CE1). Entado, as amostras foram aquecidas por 20 min a 96 °C para liberacdo de todos os
eletrolitos. ApGs o resfriamento, a condutividade elétrica final (CE2) foi mensurada. O
extravasamento de eletrolitos (EE) foi calculado de acordo com a equacdo: EE =
(CE1/CE2) X 100.

5.2.14. Determinacao de pigmentos fotossintéticos

O teor de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b) e carotendides foi determinada de
acordo com WELLBURN (1994). Plantas (50 mg de BF) foram colocadas em 5 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) e mantidas no escuro por 4 dias, quando foi realizada a leitura
em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm.
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5.2.15. 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 diferengas entre os tratamentos. Os testes foram realizados com o

programa Graph Prism, verséo 5.0.
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6. Resultados
6.1. Bactérias associadas a Salvinia auriculata

Visando conhecer a microbiota cultivivel de S. auriculata, foi realizado o isolamento
de bactérias a partir dos tecidos da planta. Como resultado, foram encontradas 18
bactérias distintas com base em caracteristicas morfolégicas da colbnia. A descricdo do

formato da célula e a coloracdo de Gram também foram observadas. Os resultados sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas das coldnias e das células dos isolados de S. auriculata.

Cepa Cor Elevacdo Borda Superficie Detalhe Otico Gram Forma
3.1.3.0. X.1 Creme Presente  Regular Lisa Brilhante + Bacilo
3.1.3.0. X.2 Verde Ausente Irregular Rugosa Opaca - Bacilo
3.1.3.0. X.3 Amarela Presente  Regular Lisa Brilhante + Bacilo
3.1.3.0. X4 Amarela Presente  Regular Lisa Brilhante + Bacilo
3.1.3.0. X.5 Branca Presente  Irregular Lisa Transllcida + Bacilo
3.1.3.0. X.6 Verde Ausente Irregular Rugosa Opaca - Bacilo
3.1.3.0. X.7 Amarela Presente  Regular Lisa Brilhante + Bacilo
3.1.3.0. X.8 Amarela Presente  Regular Lisa Brilhante - Bacilo
3.1.3.0. X.9 Amarela Presente  Regular Lisa Brilhante - Bacilo
3.1.3.0. X.10 Amarela Presente Regular Lisa Brilhante + Bacilo
3.1.3.0. X.11  Verde Presente  Regular Lisa Brilhante + Bacilo
3.1.3.0. X.12 Branca Presente  Regular Lisa Translucida - Bacilo
3.1.3.0. X.13 Branca Presente  Regular Lisa Brilhante + Coco
3.1.3.0. X.14 Branca Ausente Irregular Rugosa Opaca + Bacilo
3.1.3.0. X.15 Amarela Presente Regular Lisa Brilhante + Bacilo
3.1.3.0. X.16 Amarela Presente  Regular Lisa Brilhante + Bacilo
3.1.3.0. X.17 Amarela Presente  Regular Lisa Brilhante + Bacilo
3.1.3.0. X.18 Branca Presente  Regular Lisa Transllcida - Bacilo

Os 18 isolados foram submetidos a analise molecular através do sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA para determinagdo taxondmica. As sequéncias obtidas tiveram
de 481 a 1579 nucleotideos, com cobertura de 94 a 99% (Tabela 2). Dentre os 18
isolados, foi possivel identificar sete géneros bacterianos e pelo menos nove espécies
distintas. Para analisar a proximidade genética desses isolados, a sequéncia parcial do
gene 16S rRNA também foi utilizada para montar uma arvore filogenética das cepas

obtidas no isolamento (Figura 1).
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Tabela 2. Identificacdo molecular dos isolados de S. auriculata. Nt: nucleotideos; Ident: identidade.

Identificacdo Nt Ident (%) Acesso NCBI
Bacillus megaterium 3.1.3.0. X.1 1479 98 MK558237
Pseudomonas aeruginosa 3.1.3.0. X.2 760 99 MK558246
Stenotrophomonas sp 3.1.3.0. X.3 818 97 MK558253
Stenotrophomonas maltophilia 3.1.3.0. X.4 960 98 MK558251
Siccibacter colletis 3.1.3.0. X.5 1459 99 MK558250
Pseudomonas aeruginosa 3.1.3.0. X.6 1499 94 MK558247
Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.7 1449 94 MK558240
Pseudomonas fulva 3.1.3.0. X.8 1112 97 MK558248
Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.9 691 99 MK558241
Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.10 1453 97 MK558242
Pseudomonas mosselii 3.1.3.0. X.11 670 96 MK558249
Rhizobium radiobacter 3.1.3.0. X.12 1410 98 MK558236
Enterobacter sp 3.1.3.0. X.13 979 97 MK558244
Bacillus toyonensis 3.1.3.0. X.14 1461 98 MK558239
Stenotrophomonas maltophilia 3.1.3.0. X.15 797 97 MK558252
Bacillus sp. 3.1.3.0. X.16 481 99 MK558238
Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.17 517 98 MK558243
Enterobacter sp. 3.1.3.0. X.18 1460 98 MK558245

Curtobacterium sp. 3.1.3.0.%-9

79 | Curtobactferium sp. 3.1.3.0.X-10
Curtobactenium sp. 3.1.3.0.X-7

&0 Curtohacteriumsp. 3.1.3.0X-17

| Bacillus megaterium 3.1.3.0.%-1

Bacillus sp. 3.1.3.0 X-16
51 & |

Bacillus toyonensis 3.1.3.0.X-14
Rhizobium radiobacter 3.1.3.0.X-12

Siccibacter colletis 3.1.3.0.X-5
g1 | Enterobactersp. 3.1.3.0.%-13
Enterobactersp. 3.1.3.0.X-18

73

Pseudomonas aeruginosa 3.1.3.0.%-2
98 | Pseudomonas mosseli 3.1.3.0.%-11
Pseudomonasfulva3d.1.3.0.X-8
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FIGURA 1: Distribuicao filogenética dos isolados de S. auriculata a partir do gene 16S rRNA. O método
utilizado foi Maximum Likelihood.



6. 2. Potencial de promocéo do crescimento vegetal das bactérias

No sentido de estudar BPCV associadas com Salvinia auriculata, foi avaliada a
capacidade dos isolados em fixar nitrogénio atmosférico, produzir compostos indolicos e
solubilizar fosfato (Tabela 3). Como resultado, 12 bactérias foram positivas para a
formacgéo da pelicula aerotaxica sob a superficie de pelo menos um dos dois meios de
cultura testados para FBN, mostrando-se, portanto, com nitrogenase ativa. A analise de
compostos inddlicos revelou que os isolados foram positivos para a producdo de indadis,
tendo quatro cepas apresentado compostos inddlicos no meio de cultura numa
concentracdo préxima ou superior a 20,00 pg mL?. Sobre a capacidade de solubilizar
fosfato, somente duas bactérias ndo apresentaram a caracteristica, sendo incapazes de
formar o halo de solubilizacao.

Tabela 3. Caracteristicas promotoras do crescimento vegetal em isolados de S. auriculata Aubl. + Presenca
da caracteristica; - Auséncia da caracteristica.

Identificacéo NFb JNFb Indéis (ug mL™?) Solubilizagcdo P

Bacillus megaterium 3.1.3.0. X.1 - - 2,89 +
Pseudomonas aeruginosa 3.1.3.0. X.2 - + 24,00 +
Stenotrophomonas sp 3.1.3.0. X.3 + - 4,70 +
Stenotrophomonas maltophilia 3.1.3.0. X.4 - + 6,97 +
Siccibacter colletis 3.1.3.0. X.5 + + 7,90 +
Pseudomonas aeruginosa 3.1.3.0. X.6 - - 0,70 +
Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.7 - - 3,62 +
Pseudomonas fulva 3.1.3.0. X.8 - + 6,01 +
Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.9 - - 4,81 +
Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.10 + + 191 +
Pseudomonas mosselii 3.1.3.0. X.11 + + 1,44 +
Rhizobium radiobacter 3.1.3.0. X.12 + - 19,63 +
Enterobacter sp 3.1.3.0. X.13 - - 22,72 +
Bacillus toyonensis 3.1.3.0. X.14 - - 1,05 +
Stenotrophomonas maltophilia 3.1.3.0. X.15 + + 2,63 -
Bacillus sp. 3.1.3.0. X.16 + + 6,45 +
Curtobacterium sp. 3.1.3.0. X.17 - + 2,66 -
Enterobacter sp. 3.1.3.0. X.18 + + 28,18

Como pode ser observado na Tabela 3, nove isolados apresentaram todas as
caracteristicas de promocdo do crescimento avaliadas. Dentre esses, aquele que
apresentou maior producdo de compostos indodlicos, que foi a cepa Enterobacter sp.
3.1.3.0.X.18 (28,18 ug mL™1), foi selecionado para teste de promocdo do crescimento

vegetal in vivo.
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6.3 Promocdao do crescimento de S. auriculata por Enterobacter sp.

No sentido de avaliar efetivamente a promoc¢ao do crescimento da planta aquatica S.
auriculata mediada por BPCV, foi realizado ensaio de interacdo com a bactéria
selecionada. Dessa forma, 4 dias ap06s a inoculacdo de Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 em
S. auriculata em casa de vegetacgao, foi observado incremento de biomassa fresca das
plantas inoculadas comparado as plantas ndo inoculadas de 29,6% (Figura 2). Na
biomassa seca nao foi observada diferenca significativa, apesar dos dados apresentarem
uma tendéncia de aumento de biomassa seca no tratamento inoculado. Entéo, é possivel
concluir que Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 promove o crescimento de S. auriculata com

incremento de quase 30% de biomassa fresca em apenas 4 dias ap0s a inoculacao.

A Biomassa fresca (Q) B Biomassa seca (Q)
I 0.10-
*
3- —r 0.08
—T 0.06
2_
0.04+
1_
0.02-
9 ; c; 0.00 . ,
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000\‘ oc’\)\’b o\@ o\r')b
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Figura 2: Efeito da inocula¢do de Enterobacter sp. em S. auriculata sobre a biomassa vegetal. A bactéria
promoveu aumento de biomassa fresca das plantas (A), ndo havendo diferenca significativa na biomassa
seca apos 4 dias de inoculacdo (B). Médias seguidas de * diferem entre si na mesma analise, segundo o
Teste t (p<0,05). Controle (somente plantas de Salvinia auriculata). Inoculado (Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18
+ plantas de Salvinia auriculata).

6. 4. Bactérias resistentes a cobre associadas a S. auriculata

Ao avaliar as BPCV quanto a resisténcia, foi observado que a medida que a
concentracdo de cobre no meio aumentou, o tamanho das col6nias diminuiu. Das 18
BPCV, 17 foram capazes de crescer em pelo menos uma das concentracdes testadas. A
cepa B. megaterium 3.1.3.0.X.1 foi sensivel mesmo na concentragdo mais baixa, 1 mmol.
Treze bactérias cresceram somente nesta concentracdo mais baixa, apresentando CIM

de 3 mmol. Quatro isolados bacterianos conseguiram sobreviver em concentracdes
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elevadas, que foram: uma bactéria do género Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 (CIM: 9
mmol), duas cepas de Pseudomonas aeruginosa 3.1.3.0.X.2 e 3.1.3.0.X.6 (CIM: 7 mmol)
e uma espécie de Rhizobium radiobacter 3.1.3.0.X.12 (CIM: 5 mmol). A CIM para cada
uma das 18 BPCV associadas a planta aquatica S. auriculata sdo apresentadas na
Tabela 4.

Tabela 4: Concentragdo Inibitéria Minima de cobre em bactérias promotoras dos crescimento vegetal
associadas a Salvinia auriculata Aublet.
Bactéria CIM de CuSQO4 (mmol™?)
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 selecionadas como mais resistentes
CIM: Concentracao Inibitéria Minima
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As quatro BPCV mais resistentes a cobre foram selecionadas para avaliar o efeito
do cobre no crescimento bacteriano em meio liquido. Dessa forma, apos 36 h de cultivo
na presenca e auséncia de concentracfes crescentes do metal, apesar da reducdo da
guantidade de células no tratamento com cobre, identificamos as quatro cepas
bacterianas sdo altamente resistentes ao metal, tendo crescimento até 1 mmol de CuSOa4
(Figura 3). Enterobacter sp 3.1.3.0.X.18 manteve um crescimento superior em
comparacdo com as outras bactérias, corroborando os dados obtidos em meio sélido

(Tabela 4). Na concentracdo de 5 mmol todas as bactérias tiveram o crescimento inibido.
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Figura 3: Menor concentracdo de cobre testada que inibiu o crescimento bacteriano. A densidade 6ptica
(600 nm) foi utilizada como medida indireta do crescimento bacteriano aferida ap6s 36 h de cultivo.

6.5. Efeito de Enterobacter sp. em Salvinia auriculata sob o estresse por cobre

A partir dos ensaios de CIM, Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 foi selecionada para co-
cultivo com a planta aquética. Apds 8 dias de experimento, o efeito da inoculacdo de
Enterobacter sp em S. auriculata sobre os diferentes atributos (Figura 4), pode ser
observado em A e B, os parametros de crescimento: Biomassa Fresca (BF), e Biomassa
Seca (BS) foram reduzidos em T3 comparando-se com os demais tratamentos. Em T2, as
plantas inoculadas tiveram um aumento significativo de BF de 37% comparada a T1 na
auséncia de metal. Na presenca de cobre, as plantas em T4 tiveram um aumento
significativo de BF (51%) e BS (62%) comparando-se com T3, que ndo teve a adicao de
BPCV resistente ao metal. Sintomas visuais de toxicidade de cobre, como retardo de
crescimento e necrose ocorreram apenas em plantas do T3. Dessa forma, é possivel
concluir que Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 promove o crescimento da planta na auséncia

de metal e alivia o estresse de S. auriculata quando na presenca de cobre.
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Figura 4: Efeito protetor da inoculacédo de Enterobacter sp. em S. auriculata sob estresse por cobre. Em A)
biomassa fresca em g, B) biomassa seca em g, C) teor de carotendides, D) teor de clorofila a, E) teor de
clorofila b, F) e extravasamento de eletrélitos (%). As barras verticais indicam média e desvio padrdo. As
letras indicam as diferencas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Também foi avaliado o aparato fotossintético da planta através dos teores de
pigmentos: carotendides, clorofila a e clorofila b (Figura 4C, 4D e 4E, respectivamente).
Como pode ser observado, o estresse por cobre em T3 e T4 diminuiu significativamente o
teores de clorofila a na planta comparado aos tratamentos T1 e T2, todavia, a BPCV
consegue minimizar a perda desse pigmento em T4 (Figura 4D). A acdo da bactéria é
ainda mais proeminente quanto a clorofila b na planta sob estresse por cobre (T4),
restaurando o teor do pigmento as condi¢cdes sem adicao de metal (T1 e T2) (Figura 4E).
A analise dos carotenodides ndo encontrou diferencas sinificativas quanto a presenca da
BPCV. Foi encontrada diferenca somente quanto a presenca de cobre, que reduziu os
teores desse pigmento na planta (Figura 4C).

No sentido de avaliar a extensdo do dano causado por cobre na planta, a integridade
das membranas celulares foi analisada através do ensaio de extravasamento de
eletrélitos. O resultado dessa analise pode ser observado na Figura 4F. E verificado que a
toxicidade do Cu causou lise das membranas biolégicas, levando ao extravasamento de

eletrolitos nas plantas de S. auriculata. J& a presenca da BPCV ndo causou estresse na
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célula vegetal (T2), ao contrario, amenizou o dano causado por cobre nas membranas
(T4).
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7. Discussao
Héa décadas o uso de micro-organismos promotores do crescimento tem se mostrado

valioso na agricultura. Associagdes com Rhizobium, por exemplo, sdo muito exploradas
(SHEN et al., 2019; REHAN et al., 2018; NYOKI et al., 2018; MORAD et al., 2013; GIRI et
al.,, 2010). Recentemente, com 0 avanco das técnicas moleculares, os estudos de
microbioma tém trazido a luz conhecimentos da interacdo, mostrando inimeros beneficios
dos micro-organismos aos hospedeiros (SASSE et al., 2018; FITZPATRICK et al., 2018).
No entanto, no ambiente aquatico muito pouco dessas relacdes € conhecido. Diante da
crise hidrica e da contaminacdo das &guas, explorar as interacdes entre micro-
organismos e plantas aquaticas pode ser uma alternativa interessante para remediar um
ambiente degradado. Varios estudos sdo desenvolvidos sobre plantas aquaticas no que
se refere a distribuicdo das espécies e aplicagcbes para fitorremediacdo, o que é
fundamental para revelar aspectos ecoldgicos, que contribuem para a sobrevivéncia
dessas plantas em diferentes ambientes (ZHANG et al., 2019; O'HARE et al., 2018; TELLO et
al., 2018). Todavia, é preciso estudar a fundo a associacdo dos micro-organismos com
plantas aquéticas, principalmente, daqueles micro-organismos envolvidos em processos
de promocéao do crescimento vegetal (ISHIZAWA et al, 2017; SUZUKI et al, 2014).

Alguns trabalhos recentes tém trazido o isolamento bacteriano a partir de plantas
aquaticas e a caracterizacdo de BPCV. GILBERT et al., (2018) isolaram 47 bactérias
endofiticas dos tecidos de Lemna minor e avaliaram a producéo de compostos indolicos.
ISHHIZAWA et al. (2017) isolaram e caracterizaram 22 bactérias da rizosfera de Lemna
gibba. SHEHZADI et al. (2016) obtiveram 41 bactérias endofiticas isoladas de trés plantas
aquaticas, tendo encontrado oito isolados associados com Eichhornia crassipes, 24 com
Typha domingensis e nove com Pistia stratiotis. Todavia, € a primeira vez que sao
isoladas BPCV associadas a S. auriculata. A analise das sequéncias de DNA dos 18
isolados revelou que a maioria das linhagens pertence a espécies e géneros diferentes.

Curtobacterium ja4 é descrita como promotora do crescimento vegetal. DIEZ-
MENDEZ et al. (2017) mostroram a melhoria da producdo de acafrdo utilizando
Curtobacterium herbarum Cs10. VIMAL et al. (2018) examinaram a inoculacdo de
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas sob diferentes condigbes de

salinidade e o isolado Curtobacterium albidum SRV4 foi avaliada como diazotréfico e
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produtor de compostos inddlicos. Plantas de arroz inoculadas com essa cepa mostraram
ganhos significativos de biomassa vegetal mesmo sob estresse salino. Dessa forma, os
dados corroboram nossos resultados. As cepas de Curtobacterium isoladas a partir de S.
auriculata também sao diazotréficas e produzem compostos inddlicos, podendo ter ainda
potencial para a protecao das plantas contra estresses ambientais.

Pseudomonas € um micro-organismo encontrado em varios ambientes,
principalmente, agua, solo e plantas. Estas bactérias possuem alta capacidade de adeséo
e habilidade de formar biofilme, sendo utilizadas na producdo 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 Pseudomonas aeruginosa, ja foi verificada a producao
de &cido indol-3-acético e solubilizacdo de fosfato (NDEDDY AKA et al., 2015). Tais
resultados vao de encontro aos dados obtidos para os isolados do género Pseudomonas
no presente trabalho.

Recentemente, Bacillus megaterium foi testado como promotor do crescimento de
plantas. A cepa exibiu producdo de indol, porém n&o apresentou atividade de
solubilizac&o de fosfato, nem foi capaz de crescer em meio livre de N (CHINNASWAMY et
al., 2018). Em nosso trabalho, B. megaterium 3.1.3.0.X.1 produziu compostos inddlicos e
nao fixou N, mas solubilizou fosfato. Isso pode ser justificado pelas condices distintas de
cultivo que foram empregadas, ja que ZAHO et al.,, (2015) estudando uma cepa de
Bacillus megaterium, também observaram producdo de compostos inddlicos e
solubilizac&o fosfato.

Embora varias espécies de Bacillus sejam reconhecidas como BPCV, a associacao
entre Bacillus toyonensis e plantas parece nédo ter sido explorada, apesar das analises
gendmicas sugerirem potencial antimicrobiano contra fitopatdégenos (LOPES et al., 2017).
Dessa forma, seria interessante estudar a cepa encontrada 3.1.3.0.X.14 no biocontrole
desses patdgenos de planta.

Outra espécie encontrada na microbiota de S. auriculata, Stenotrophomonas
maltophilia, ja foi inoculada em plantas de tomate, promovendo aumento do comprimento
de parte aérea e radicular, teor de clorofila e biomassa total fresca da planta (ROJAS-
SOLIS et al., 2018). A bactéria também foi identificada como produtora de indois (NAZ &
BANO 2012), da mesma forma que os isolados 3.1.3.0.X.4 e 3.1.3.0.X.14.
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Agrobacterium tumefaciens foi reclassificada como Rhizobium radiobacter (YOUNG
et al., 2001) e foi encontrada na microbiota de S. auriculata. A cepa 3.1.3.0.X.12 mostrou-
se diazotrofica, produtora de compostos inddlicos e solubilizadora de fosfato, como
observado em trabalhos anteriores (WIDAWATI, 2019; BANACH et al., 2019;
KHANGHAHI et al., 2018; LEE et al., 2014).

Siccibacter colletis foi identificada pela primeira vez em um isolamento de sementes
de papoula. JACKSON et al. (2015) ndo observaram a producdo de compostos indolicos
pela bactéria. No presente trabalho, a cepa isolada de planta aquatica 3.1.3.0.X.5 é
produtora de compostos inddlicos, fixadora de nitrogénio e solubilizadora de fosfato.
Como ja colocado, tais diferencas podem decorrer de condi¢cdes de cultivo distintas.

Dessa forma, é possivel observar que cada isolado obtido tem potencial para ser
explorado como produto biotecnolégico em cultivos puros ou mesmo em consorcios
microbianos, se aproximando daquilo que é encontrado na natureza. No presente estudo,
isolamos 18 bactérias cultivaveis associadas a S. auriculata Aublet com caracteristicas
promotoras do crescimento vegetal e selecionamos a cepa Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18
para fazer o co-cultivo com a macrofita aquatica. De fato, o efeito da bactéria aumentou
significativamente a biomassa fresca de S. auriculata em apenas 4 dias apods a
inoculacao, de modo que os resultados em casa de vegetacdo mostraram a viabilidade do
emprego da BPCV enddgena para bioaumentacdo, podendo ser utilizada em processos
de remediagao.

BANACH et al. (2019) isolaram bactérias da rizosfera da planta aquéatica Azolla
filiculoides e identificaram alguns géneros comuns aos encontrados em S. auriculata
como Bacillus e Agrobacterium. ISHIZAWA et al. (2019) examinaram a dinamica de
colonizacdo e competicdo de uma bactéria promotora do crescimento de plantas (BPCV)
e duas bactérias inibidoras do crescimento de plantas (BICV) inoculadas na planta
aquatica Lemna minor durante sete dias. Os resultados mostraram que a BPCV excluiu
consistentemente as bactérias BICV, de modo que o combate a fitopatdgenos também
pode ser explorado nesses micro-organismos.

Apos encontrar BPCV em S. auriculata, foi avaliada a caracteristica de resisténcia a
cobre nos isolados, isso porque 0s metais tém sido encontrados em excesso no ambiente

e uma forma de reduzir os danos causados € a biorremediagdo, que tem se mostrado um
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processo rentavel, seguro e ecolégico (FERNANDES et al., 2018), diferente dos métodos
fisicos e quimicos, que também podem ser muito caros (JUNED e AHMARUZZAMAN
2016; GUNATILAKE 2015; YARO et al., 2015). No presente trabalho, quatro bactérias
foram capazes de resistir a concentragfes elevadas de cobre no meio de cultura: R,
radiobacter 3.1.3.0.X.12, P. aeruginosa 3.1.3.0.X.2 e 3.1.3.0.X.6, e Enterobacter sp
3.1.3.0.X.18. O efeito do crescimento bacteriano em meio liquido na presenca do cobre foi
analisado e observou-se que o crescimento bacteriano é dependente da concentracdo de
metal, uma vez que houve diminui¢do na densidade Optica de acordo com a concentracdo
crescente de cobre. Isto ja foi verificado em outros trabalhos, sendo avaliado também o
tempo de exposicdo ao metal, um aspecto relevante que deve ser analisado no futuro
(GAO et al., 2008).

Alguns estudos com bactérias do género Pseudomonas corroboram nossas
resultados quanto a resisténcia a cobre nesta bactéria. COLONNELLA et al. (2018),
estudando Pseudomonas extremaustralis, encontraram CIM de 4 mmol? para cobre. No
trabalho de LIANG et al.,, (2018), uma cepa de Pseudomonas foi isolada de solo
contaminado por mina de cobre, apresentando CIM de 12,37 mg para este metal.
MANZOOR et al. (2019) indicaram em seu estudo que as bactérias isoladas da rizosfera
de Pteris vittata apresentaram capacidade para resistir a multiplos metais. Pseudomonas
sp. PG-12 teve os melhores resultados, obtendo CIM de 8 mmol* para cobre.

A. tumefaciens (Rhizobium radiobacter) isolada de nédulos radiculares de plantas
Lespedeza cuneata coletadas em mina de rejeito de ouro da China foram resistentes até
2 mmol? de cobre, sendo verificada também a resisténcia para outros metais, como zinco
e cadmio. Os resultados de WEI et al. (2009) mostraram que A. tumefaciens possui um
mecanismo que exporta cobre para fora da célula, fazendo com que a bactéria sobreviva
em ambientes com alta concentracdo do metal. NAWAPAN et al. (2009) verificaram que a
bactéria possui operon copARZ, que é crucial para a resisténcia a cobre. CHAOPRASID
et al. (2015) mostraram que A. tumefaciens também possui um mecanismo especifico
para exportar cadmio, cobalto e zinco da célula. Neste sentido, seria interessante avaliar a
resisténcia da cepa 3.1.3.0.X.12 para outros metais.

Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 foi a BPCV mais resistente a cobre encontrada no

trabalho, apresentando CIM de 9 mmol* para cobre. A bactéria ja é descrita na literatura
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como resistente ao metal. No trabalho de CORAL et al. (2005), 15 bactérias do género
Enterobacter foram isoladas de um sistema de drenagem de agua e testadas quanto a
resisténcia a cobre, alcancando CIM de até 25 mmol. Uma das cepas, Ent-5, foi utilizada
como doadora do plasmideo de resisténcia ao cobre para Escherichia coli AB3505,
tornando tal bactéria capaz de resistir a altas concentracdes de cobre. NAZ et al. (2015)
encontraram trés cepas de Enterobacter sp. resistentes a cobre: NCCP-835 (14 mg L),
NCCP-838 (11 mg L') e NCCP-839 (16 mg LY). Uma Enterobacter sp. também isolada de
planta (raizes de sorgo) apresentou CIM de 3 mmol? para cobre e foi aplicada com
inoculante promovendo o crescimento da planta em solo contendo o metal (LI et al.,
2016). No trabalho de SHARAFF et al. (2017) foi observado que Enterobacter sp. P36
isolada de solo contaminado foi capaz de crescer nas concentracdes de 1 mmol? de
cobre. Todos estes trabalhos corroboram nossos dados.

No ambito das plantas aquaticas, ZHANG et al. (2008) isolaram uma bactéria
Enterobacteriaceae da rizosfera de Eichornia crassipes e inocularam em outra planta
aquatica, Potamogeton crispus L., sendo verificado com 8 dias aumento de peso fresco
das plantas inoculadas na presenca do cobre (0,5; 3,0 e 10,0 mg L). IRAWATI et al.
(2017) isolaram bactérias Acinetobacter spp de efluente industrial e mostraram que as
cepas IrC1 e IrC2 aumentaram a eficiéncia da fitorremediacéo utilizando E. crassipes. A
inoculacdo potencializou a remocdo do cobre pela planta, ocorrendo acumulo do metal
nos tecidos vegetais seis vezes maior em compara¢cdo com os controles nao inoculados.
Dessa forma, é esperado que Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 aumente a remoc¢ao de cobre
por S. auriculata.

No presente trabalho, a resposta fisiolégica e os sintomas de toxicidade do cobre
foram determinados pela avaliacdo de pigmentos fotossintéticos e carétenoides. Foi
observada reducao no teor de clorofila a e b das plantas sob estresse por cobre como
relatado em outros estudos com plantas aquaticas expostas a metais (PANFILI et al.,
2017; BIZZO, et al., 2014). LI et al. (2015) verificaram que o contetudo de clorofila esta
intimamente relacionado com a fotossintese da planta e € um sintoma visivel que pode
ser utilizado para monitorar se o crescimento das plantas € danificado por metal. Em altas
concentragbes, 0 cobre pode alterar os pigmentos e as proteinas da membrana

fotossintética, causando diminuicdo nos teores de clorofila e dificultando o
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desenvolvimento de cloroplastos, membranas tilacéides e do fotossistema (LIU et al.,
2018). Este estudo mostrou que na presenca de cobre, Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18
aumentou o teor desses pigmentos.

A integridade e a funcionalidade da membrana plasmatica sédo utilizadas como
indicadores de tolerancia a metal em plantas. O extravasamento de eletrdlitos € uma
forma de medir esse dano a membrana, normalmente desencadeado por estresse
oxidativo causado pelo excesso de metal. Valores aumentados de extravasamento de
eletrolitos na presenca de metais também foram vistos no trabalho de BIZZO et al., (2014)
com S. auriculata sob estresse com 0,01 mmol*! de cobre. PRADO et al. (2016)
analisaram o extravasamento de eletrélitos em duas espécies, Salvinia rotundifolia e
Salvinia minima, nas concentracdes de 5 e 20 mgL* Cr (VI). Em ambas, houve aumento
de extravasamento de eletrélitos. No presente estudo, foram observados aumentos
significativos de extravasamento de eletrolitos na presenca de cobre. Todavia,
Enterobacter sp 3.1.3.0.X.18 reduziu esse dano quando comparado ao tratamento planta
+ cobre. Neste sentido, € possivel que um dos mecanismos utilizados pela bactéria para
proteger a planta na condicdo de estresse abidtico por cobre seja a producdo de
substancias antioxidantes.

A interacdo entre plantas aquaticas e bactérias, apesar de pouco estudada, ocorre
nos corpos hidricos e tem papel ecoldgico relevante para a manutencédo do ecossistema.
Os sistemas de tratamento de efluentes baseados em plantas tém se mostrado altamente
eficientes na remocdo de contaminantes, especialmente metais. A eficiéncia desse
processo pode ser melhorada pela interacdo com BPCV. O presente estudo mostra que a
cepa Enterobacter sp 3.1.3.0.X.18 usada na forma de inoculante protege a planta S.
auriculata do estresse causado por cobre, tendo potencial para otimizar processos de
fitorremediacdo. Com isso, € possivel vislumbrar a aplicacdo das BPCV isoladas de S.
auriculata em areas contaminadas, buscando um tratamento eficiente, de baixo custo e

menos oneroso ao ambiente.
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8. Concluséao

A partir do presente estudo, foram isoladas e caracterizadas 18 bactérias associadas
a planta aquatica S. auriculata com caracteristicas benéficas para o crescimento vegetal.
Foi demonstrado nos experimentos de inoculacdo Unica de Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18,
gue houve aumento significativo de biomassa fresca de S. auriculata, indicando a
possibilidade de melhorar a produtividade dessa planta através de co-cultivo com
bactérias. Também foi identificado que as BPCV isoladas de S. auriculata apresentaram
resisténcia a cobre. A cepa Enterobacter sp 3.1.3.0.X.18 foi a que cresceu na maior
concentracdo de cobre testada, amenizando a toxicidade do metal em plantas de S.
auriculata quando inoculada. Na presenca da bactéria, foi observado efeitos protetores da
Enterobacter sp. 3.1.3.0.X.18 sobre os pigmentos fotossintéticos e a integridade de
membrana, resultando em manutencdo das condicbes de crescimento da planta na

presenca do metal.
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