
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
INSTITUTO DE CIÊNCIAS EXATAS E BIOLÓGICAS
DEPARTAMENTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS

SOFIA PEDROSA ASSUNÇÃO

Avaliação do potencial de promoção de crescimento vegetal de bactérias tolerantes à

Arsênio em sementes de Feijão-comum (Phaseolus vulgaris, FABACEAE)

Ouro Preto - MG

Setembro de 2025



Sofia Pedrosa Assunção

Avaliação do potencial de promoção de crescimento vegetal de bactérias tolerantes à

Arsênio em sementes de Feijão-comum (Phaseolus vulgaris, FABACEAE)

Monografia apresentada ao Departamento de Ciência

Biológicas da Universidade Federal de Ouro Preto como

pré-requisito para a obtenção do título de bacharela em

Ciências Biológicas

Orientadora: Prof.ª Dr.ª Camila Carrião M. Garcia

Coorientadora: M. Lorrana Cachuite M. Rocha

Ouro Preto - MG

2025



MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO

REITORIA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS E BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

FOLHA DE APROVAÇÃO

 

 

Sofia Pedrosa Assunção

 

Avaliação do Potencial de Promoção de Crescimento Vegetal de Bactérias Tolerantes à Arsênio em
Sementes de Feijão-comum (Phaseolus vulgaris, FABACEAE)

 

Monografia apresentada ao Curso de Ciências Biológicas da Universidade Federal
de Ouro Preto como requisito parcial para obtenção do título de Bacharel

 

Aprovada em 03 de setembro de 2025

 

Membros da banca

Profa. Dra. Camila Carrião Machado Garcia - Orientador - Universidade Federal de Ouro Preto
Ms. Lorrana Cachuite Mandes Rocha - Co orientadora - Universidade Federal de Ouro Preto

Profa. Dra. Jéssica Pereira de Matos, Instituto Federal Farroupilha
Ms. Glívia Braga Faria do Programa de Pós-Graduação em Engenharia Ambiental

 
 

Camila Carrião Machado Garcia, orientador do trabalho, aprovou a versão final e autorizou seu depósito na
Biblioteca Digital de Trabalhos de Conclusão de Curso da UFOP em 14/10/2025

Documento assinado eletronicamente por Camila Carriao Machado Garcia, PROFESSOR DE
MAGISTERIO SUPERIOR, em 14/10/2025, às 14:22, conforme horário oficial de Brasília, com
fundamento no art. 6º, § 1º, do Decreto nº 8.539, de 8 de outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
http://sei.ufop.br/sei/controlador_externo.php?
acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0 , informando o código verificador 0996650 e
o código CRC 447B7877.

Referência: Caso responda este documento, indicar expressamente o Processo nº 23109.013419/2025-85 SEI nº 0996650

R. Diogo de Vasconcelos, 122, - Bairro Pilar Ouro Preto/MG, CEP 35402-163
Telefone: 3135591672   - www.ufop.br

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://sei.ufop.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
http://sei.ufop.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0


AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer a Deus por me guiar ao longo desta jornada

universitária.

Aos meus pais, que me apoiaram e me incentivaram a não desistir dos meus sonhos,

sem o amor e confiança deles nada disso seria possível.

Agradeço ao Pedro por todo o suporte e amor desde o início, às minhas amigas,

Giovana, Laura, Ludmila e Mariana, que sempre estiveram ao meu lado em momentos

difíceis e reflexivos, minha sincera gratidão, vocês fizeram esta jornada se tornar mais leve

com o apoio, companheirismo e alegria. Sou extremamente grata a todos aqueles que fizeram

parte desta trajetória do começo ao fim, seja a com ajuda na mudança, das caronas de Itabirito

a Ouro preto às Segundas-feira ou simplesmente por perguntarem se eu estava bem e como ia

o andar da faculdade.

Agradeço à Prof.a Dr.a Camila Carrião pela oportunidade de estar em seu laboratório e

me permitir fazer ciência, e me encontrar. À Lorrana por toda a empatia, paciência, e ajuda ao

longo deste tempo.

Ao LabDNA por me proporcionar trocas de experiências, vivências e conhecimento.

Além de entender que, não é possível fazer ciência ou despertar a curiosidade para isso,

sozinha, um ambiente leve, acolhedor e às vezes caótico torna isso muito mais fácil e

interessante.

Agradeço à UFOP, à CAPES, à FAPEMIG e ao CNPq pelo financiamento e pela

realização deste projeto, além de todos os professores que se dispuseram a compartilhar seu

conhecimento ao longo destes anos.



RESUMO

O Arsênio (As) é um elemento químico classificado como um semimetal, é encontrado em
diferentes estados de oxidação e podendo formar compostos orgânicos ou inorgânicos. Tal
elemento pode ser encontrado em grandes concentrações em rochas em algumas regiões do
mundo e pode ser liberado para o solo e para a água através do intemperismo natural ou de
ações antrópicas. Os humanos podem se intoxicar, especialmente ao consumir água e
alimentos contaminados, por este semimetal. O contato crônico ou o consumo de arsênio
pode levar ao surgimento de lesões dérmicas, distúrbios gástricos e até desenvolvimento de
câncer. O arsênio afeta também as plantas e, de modo geral, o semimetal pode comprometer
o desenvolvimento das raízes, prejudicando a absorção de nutrientes essenciais, como ferro
(Fe), fósforo (P) e nitrogênio (N), além da água. Consequentemente, a taxa fotossintética e o
crescimento das partes aéreas são prejudicados. As bactérias conhecidas como bactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPB) podem se associar a vegetais ajudando na
promoção de crescimento vegetal, detoxificando o semimetal do ambiente ou da planta
contaminada. Tais bactérias contam com inúmeros mecanismos de tolerância e resistência
para lidar com os efeitos tóxicos do arsênio em seu próprio metabolismo. O objetivo deste
trabalho é avaliar o potencial de promoção de crescimento vegetal na presença de arsênio de
10 isolados bacterianos altamente tolerantes ao arsênio em sementes de Phaseolus vulgaris
com potencial de se tornarem agentes de remediação de solos contaminados, além de
possivelmente atuarem como promotoras de crescimento vegetal possibilitando o cultivo
sustentável e seguro de alimentos em solos contaminados.Metodologia: Foram avaliados 10
isolados bacterianos com características distintas com alta tolerância a diferentes espécies
químicas de arsênio. Estes foram submetidos a ensaios coloração de Gram, de potencial
antagonista, produção de enzimas hidrolíticas, de crescimento em diferentes faixas de
salinidade, produção de HCN e fixação de nitrogênio, produção de hormônios vegetais (AIA)
e ensaios com as sementes de P. vulgaris com doses estabelecidas de Hidrogenoarsenato de
sódio e Metarsernito de sódio com e sem o consórcio bacteriano. Resultados: Os isolados
do estudo não apresentaram halo de inibição no ensaio de potencial antagonista
possibilitando o uso de um consórcio bacteriano em experimentos futuros, 5 isolados
bacterianos obtiveram um resultado positivo para a produção de amilase e obtiveram um
bom crescimento em todos os níveis de salinidade. Apesar de não conseguirem produzir
AIA, nitrogênio, HCN, algumas enzimas hidrolíticas e não apresentarem resultados
significativos nas sementes, os isolados ainda podem ser bons PGPB em solos contaminados
com arsênio devido a sua alta tolerância a espécies químicas deste semimetal.

Palavras-chave: Arsênio, Promoção de Crescimento Vegetal, PGPB Biorremediação,
Biotecnologia.



ABSTRACT

Arsenic (As) is a chemical element classified as a metalloid, found in different oxidation
states and capable of forming organic or inorganic compounds. It can occur in high
concentrations in rocks in certain regions of the world and may be released into soil and water
through natural weathering or anthropogenic activities. Humans can become intoxicated,
especially through the consumption of contaminated water and food. Chronic exposure or
ingestion of arsenic may lead to skin lesions, gastrointestinal disorders, and even cancer
development. Arsenic also affects plants, generally impairing root development and
consequently reducing the uptake of essential nutrients such as iron (Fe), phosphorus (P), and
nitrogen (N), as well as water. As a result, photosynthetic rates and aerial growth are
negatively impacted. Plant growth-promoting bacteria (PGPB) can associate with plants,
enhancing growth and detoxifying the metalloid from the environment or the contaminated
host. These bacteria possess multiple tolerance and resistance mechanisms to cope with the
toxic effects of arsenic in their own metabolism. The objective of this study was to evaluate
the plant growth-promoting potential of 10 highly arsenic-tolerant bacterial isolates in
Phaseolus vulgaris seeds, aiming at their possible use as bioremediation agents in
contaminated soils and as plant growth promoters to enable safe and sustainable food
production. Methodology: Ten bacterial isolates with distinct characteristics and high
tolerance to different arsenic species were assessed. They were tested for Gram and endospore
staining, antagonistic potential, production of hydrolytic enzymes, growth under different
salinity levels, HCN production and nitrogen fixation, phytohormone (IAA) production, and
seed assays with P. vulgaris exposed to sodium hydrogen arsenate and sodium metarsenite,
with and without bacterial consortium. Results: The isolates showed no inhibition halo in the
antagonistic assay, allowing the potential use of a bacterial consortium in future experiments.
They did not produce hydrolytic enzymes such as cellulase, pectinase, or protease, nor HCN,
nitrogen fixation, or IAA. However, five isolates tested positive for amylase production and
showed good growth under all salinity levels. Despite the lack of IAA, nitrogen fixation,
HCN, and certain hydrolytic enzymes, as well as the absence of significant results in seed
experiments, the isolates may still be considered promising PGPB candidates for use in
arsenic-contaminated soils due to their high tolerance to this metalloid.

Keywords: Arsenic, Plant Growth Promotion, PGPB Bioremediation, Biotechnology.
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1. INTRODUÇÃO

O Arsênio (As) é um elemento químico pertencente ao grupo 15 da tabela periódica e

de número atômico 33. Por possuir propriedades metálicas e não metálicas, o arsênio é

classificado como semimetal (Nurchi Vm et al., 2020). Tal elemento é encontrado em

diversos locais, como em águas e solos. No meio ambiente pode estar associado a centenas de

minerais, sendo a arsenopirita (FeAsS) o mineral de arsênio mais comum (Borba &

Figueiredo, 2004). Este semimetal pode ser liberado no ambiente através de processos

naturais como a volatilização, atividade vulcânica e intemperismo natural, bem como de

forma antrópica em processos de mineração e outras atividades exploratórias (Nurchi Vm et

al., 2020).

Este semimetal pode ser encontrado em vários estados de oxidação formando

compostos orgânicos como o ácido monometilarsônico (MMA), ácido dimetilarsínico (DMA),

arsenobetaína (AsB) e arsenocolina (AsC), ou compostos inorgânicos formadas por íons

arsenato (As5+) e arsenito (As3+) (Nurchi Vm et al., 2020). Além disso, a toxicidade das

diversas espécies e compostos de arsênio, segundo a Agência de Proteção Ambiental dos

Estados Unidos (US EPA), decresce na seguinte ordem: As3+ inorgânico, As5+ inorgânico,

As3+ orgânico, As5+ orgânico, sendo que em termos de intensidade, o As3+ inorgânico é

considerados 60 vezes mais tóxico que o As 5+ inorgânico (Mabuchi et al., 1979).

Os efeitos tóxicos do Arsênio em seres humanos podem variar de acordo com o tempo

de exposição e a dose exposta, sendo que na exposição aguda, sintomas como diarreia intensa

e vômitos podem surgir (Mazumder et al., 1990). Já em relação à exposição crônica, ou seja,

com um período maior de contato com menores concentrações, os sintomas podem variar de

acordo com o estado nutricional e de saúde dos indivíduos afetados, sendo possível observar

cânceres de pele, cânceres de pulmão e doenças cardiovasculares (Chiou et al., 1995).

O arsênio pode induzir modificações que perturbam a homeostase celular, como por

exemplo a inibição de cerca de 200 enzimas, sendo algumas essenciais para o metabolismo

energético e produção de ATP (Shen et al., 2013). No geral, o arsênio na forma de arsênio

pentavalente (As5+), consegue entrar nas células por canais de fosfato, afetando o transporte

(Shen et al., 2013;Teixeira & Ciminelli 2005; Cutter & Cutter, 2006) e pode substituir o

grupo fosfato em várias biomoléculas, prejudicando especialmente a glicólise. Já o arsênio

trivalente (As3+) pode inibir enzimas-chave na produção de ATP, como o complexo piruvato
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desidrogenase (PDH) e o complexo α-cetoglutarato desidrogenase (KGDH) no ciclo de Krebs,

pode, também, interagir com grupos sulfidrila de enzimas, inibindo sua atividade e afetando

enzimas antioxidantes e comprometendo processos como a conversão de piruvato em acetil-

CoA.

Além disso, o arsênio induz a formação de espécies reativas (ERs) de oxigênio e

nitrogênio, gerando danos em biomoléculas, incluindo o DNA (Tam et al., 2020b). Ele pode

inibir proteínas de reparo de DNA, levando ao acúmulo de danos e comprometendo a

integridade do material genético (Tam et al., 2020b). Essa toxicidade pode afetar tanto o

reparo direto quanto indireto do DNA, agravando os efeitos deletérios (Schaumlöffel; Gebel,

1998).

Em plantas, de modo geral, o arsênio pode comprometer o desenvolvimento das raízes,

prejudicando a absorção de nutrientes essenciais, como ferro (Fe), fósforo (P) e nitrogênio (N),

além da água (Imran Khan.,et al, 2021). Consequentemente, a taxa fotossintética e o

crescimento das partes aéreas são afetadas negativamente. A absorção de As nas plantas

depende da espécie vegetal e de sua afinidade com o elemento (Preetha, J. S. Y. et al. 2023).

As formas inorgânicas de arsenito e arsenato, que entram nas células vegetais, perturbam o

metabolismo vegetal e podem induzir a formação de espécies reativas (ERs), como o ânion

radical superóxido (●O2− ), radicais hidroxila (●OH) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (Nurchi

VM et al., 2020).

O Arsênio também pode afetar o crescimento e a sobrevivência dos microrganismos

devido aos mesmos mecanismos de toxicidade descritos anteriormente. Entretanto, certos

microrganismos, como algumas bactérias, possuem mecanismos de resistência que permitem

sua sobrevivência em ambientes contaminados por arsênio, sem prejudicar seu metabolismo

​ (Liao et al., 2011)​ . Algumas delas possuem a capacidade de biotransformar espécies

químicas mais tóxicas em espécies químicas menos tóxicas, através de reações de oxidação,

redução e/ou metilação (Debiec-Andrzejewska et al., 2020). Além disso, algumas bactérias

conseguem fazer com que o arsênio se torne menos disponível no ambiente através de

processos de bioacumulação, adsorção, biomineralização ou até volatilização (Ayangbenro &

Babalola, 2017).

Existem bactérias que ao se associarem às plantas conseguem beneficiar o

desenvolvimentovegetal. Tais bactérias são conhecidas como bactérias promotoras de

crescimento vegetal (PGPB - do inglês Plant Growth Promoting Bacteria) ​ (Glick 2012).
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As PGPB geralmente influenciam o crescimento das plantas através de mecanismos diretos e

indiretos (Patten & Glick, 1996). Os mecanismos diretos estão relacionados ao aumento da

disponibilidade de nutrientes e à produção de hormônios vegetais (Patten & Glick, 1996). O

aumento da disponibilidade de nutrientes no solo pode ocorrer através de vários processos,

como fixação de nitrogênio, solubilização de nutrientes minerais e mineralização de

compostos orgânicos (Fiodor, Angelika et al .2023). Por outro lado, os mecanismos indiretos

do PGPB incluem a inibição de vários patógenos, através da produção de vários metabólitos,

como compostos orgânicos voláteis (VOCs), enzimas hidrolíticas, cianeto de hidrogênio

(HCN) e ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico desaminase (ACC desaminase) (Fiodor,

Angelika et al,. 2023).

Nas últimas décadas houve um aumento de estudos referentes ao cultivo e ingestão de

alimentos contaminados por arsênio e suas consequências à saúde. (Yan, A., Wang, Y., Tan,

S. et al 2020; Md. Shiblur Rahaman et al., 2021; Lim et al., 2015) Esse cenário de

contaminação resulta não apenas no prejuízo ao desenvolvimento das plantas presentes em

diversas áreas, mas também na possibilidade de bioacumulação desse semimetal, intoxicando

indivíduos que consomem os alimentos contaminados (Sayan Bhattacharya, Prabhakar

Sharma, et al 2021).

Atualmente, não existe um tratamento específico para a remediação de solos

contaminados por Arsênio. Portanto, a busca por cepas bacterianas capazes de detoxificar o

elemento e promover o crescimento das plantas é de extrema importância.

2. REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 O ARSÊNIO

O arsênio possui seu nome derivado do termo latino “arsenium” , com seu símbolo

indicado como “As”, sendo classificado como semimetal (Souza, 2018). Tal elemento pode

ser encontrado em sua forma inorgânica, quando associado a outros elementos como oxigênio,

cloro e enxofre (Anderson C. D. et al 1991 ). Por outro lado, o arsênio em sua forma orgânico

é combinado com carbono e hidrogênio, podendo estar presente em alimentos, como peixe e

mariscos, entretanto, apresenta menor toxicidade do que os compostos inorgânicos de arsênio

(ATSDR, 2007; IARC, 2012). As formas orgânicas do arsênio são geralmente menos

prejudiciais do que as inorgânicas (Anderson C. D. et al 1991 ).
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Este semimetal é amplamente distribuído no planeta, é considerado o 47º elemento

mais abundante na crosta terrestre (0,0006% e concentração média de 2,5 μg∙kg -1) com

elevada capacidade de se associar a outros elementos (Rosa, 2011; Santos, 2016; Souza,

2018). A liberação deste elemento ocorre naturalmente por meio da dissipação,

principalmente no ar, na água e no solo, devido à atividade vulcânica e à lixiviação de arsênio

do solo para as águas subterrâneas, processo proveniente da erosão e do intemperismo natural

(Rahaman MS. et al., 2021). Já na forma antrópica é possível citar os processos de mineração,

metalurgia, fundição e petróleo (Wang et al., 2011, Song et al., 2006, Kalderis et al., 2008;

Souza et al., 2022).​ .

O arsênio possui diversos estados naturais de oxidação (3-, 0, 3+ e 5+), podendo formar

compostos orgânicos como o ácido monometilarsônico (MMA), ácido dimetilarsínico (DMA),

arsenobetaína (AsB) e arsenocolina (AsC), e compostos inorgânicos como o arsenato (As+5),

arsenito (As+3 ), arsina (As-3 ), além do arsênio elementar (Nurchi Vm et al., 2020). Sua

ocorrência dependerá de alguns fatores, como pH, e o potencial redox (Eh) (Masscheleyn,

Delaune & Patrick 1991).

Em ambientes aquáticos, o arsenato se faz mais presente em regiões aeróbicas do que

em ambientes anaeróbicos. Isto ocorre porque uma vez em contato com o oxigênio

atmosférico o arsenito, forma trivalente, é oxidado a arsenato (Abedin; Feldmann; Meharg,

2002; Xia et al., 2017). Além disso, a toxicidade das diversas espécies e compostos de

arsênio, segundo a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (US EPA), decresce

na seguinte ordem apresentada: As3+ inorgânico, As5+ inorgânico, As3+ orgânico, As5+

orgânico, sendo que em termos de intensidade, o As3+ inorgânico é considerados 60 vezes

mais tóxico que o As 5+ inorgânico (Mabuchi et al., 1979), e sua toxicidade é mediada de

acordo com seu estado de oxidação.

2.2 EXPOSIÇÃO AO ARSÊNIO E SEUS EFEITOS NO METABOLISMO

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a principal forma de exposição

humana ao arsênio ocorre por meio da ingestão de alimentos e água contaminados. Além

disso, compostos de arsênio (As) e de arsênio inorgânico (iAs) são classificados como

carcinógenos do Grupo 1, conforme a Lista Nacional de Agentes Cancerígenos para Humanos

(LINACH, 2013). Esses compostos também ocupam a primeira posição entre as substâncias

de ocorrência natural com risco significativo à saúde humana, segundo a lista de substâncias

prioritárias da ATSDR, dos Estados Unidos (ATSDR, 2005).
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Com a possibilidade iminente de intoxicação por ingestão de águas contaminadas por

Arsênio, desde 2001, a OMS e a US EPA consideram a concentração máxima de As em águas

potáveis ou destinadas ao consumo até cerca de 10µg/L e em solos para plantio 40 mg/kg

(OMS,2012; WHO,2001). No entanto, algumas regiões do planeta normalmente apresentam

águas com concentrações muito acima da mencionada anteriormente. Medições realizadas em

águas subterrâneas nas regiões de Ouro Preto e Mariana demonstraram uma concentração de

arsênio total chegando à 2980µg/L (Borba; Figueiredo; Cavalcanti, 2004).

Paracatu é uma cidade localizada em Minas Gerais, com cerca de 85.000 habitantes,

conhecida por ser a maior mina de ouro a céu aberto. Possui atividades de mineração de ouro

que se iniciaram em 1976-1977, e estima-se que as operações de mineração processem cerca

de 55 milhões de toneladas por ano ,entre 2014 a 2018 (Möller JC et al., 2001). Os depósitos

de minério de ouro apresentam baixo teor de Au, podendo variar de 0,4 a 0,6 g Au t -1.

Entretanto, apresentaram níveis muito altos de arsênio, acima de 4.000 ppm, e a intensidade

de extração neste local contribui para a liberação de As no meio ambiente, colocando a

população em risco potencial de exposição (Lima Ca et al., 2014).

O estudo interdisciplinar ¨Avaliação da Contaminação Ambiental por Arsênio e

Estudo Epidemiológico da Exposição Ambiental Associada em Populações Humanas de

Paracatu-MG”, realizado pelo Centro de Tecnologia Mineral Ministério da Ciência,

Tecnologia e Inovação (CETEM), em colaboração com outras instituições, no ano de 2016,

relata a incidência de arsênio e seus efeitos em Paracatu-MG. Tal estudo analisou a presença

do semimetal nas águas de abastecimento doméstico de consumo humano na área urbana,

águas superficiais, águas subterrâneas, sedimentos de fundo e solos, nas três sub-bacias

hidrográficas do Rio Paracatu. Os resultados mostraram que a exposição humana ao arsênio é

maior em bairros próximos à mineração de ouro em comparação com aqueles mais afastados.

Isso está de acordo com os dados ambientais que indicam a presença de arsênio em material

particulado na atmosfera. Além disso, os níveis de arsênio encontrados na urina da população

amostrada apresentaram uma ampla variação, sugerindo que a exposição da população ao

arsênio é de baixa a média.

A exposição ao arsênio pode resultar no surgimento de diversos sinais clínicos, que

dependem da concentração, da duração e da via de exposição, além de fatores como idade,

sexo, hábitos familiares e estado de saúde do indivíduo exposto (USEPA, 2000; ATSDR,

2007). Na exposição aguda é possível o surgimento de sintomatologias clínicas como dores

abdominais, vômitos, diarreia, vermelhidão na pele, dor muscular e fraqueza. Já em casos de
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exposição crônica, os sinais clínicos podem desencadear diversos problemas, incluindo lesões

dérmicas, câncer de bexiga e pulmão, além de doença vascular periférica (HONG et al., 2014).

A dose letal de ingestão de trióxido de arsênio para seres humanos é de 70 a 180 mg/kg ou

cerca de 600 microgramas por kg/dia de massa corporal (ATSDR, 2005).

Em nível molecular a exposição ao arsênio e seus derivados pode causar um distúrbio

em sistemas biológicos, como a inibição de cerca de 200 enzimas envolvidas no metabolismo

energético e na produção de ATP, pela substituição dos grupos fosfatos, que são importantes e

necessários para a produção de ATP e piruvato durante a glicólise, por arsenato (Shen et al.,

2013). Em uma etapa intermediária entre a glicólise e o ciclo de Krebs, o As3+ inibe o

complexo piruvato desidrogenase (PDH) e o complexo α-cetoglutarato desidrogenase (KGDH)

(Bergquist et al., 2009), além de inibir e interromper o metabolismo da glicose. O As3+,

especialmente na forma de trióxido de arsênio (As₂O₃), pode reagir com grupos sulfidrila de

enzimas (Teixeira & Ciminelli, 2005), inibindo sua atividade e afetando diretamente as

enzimas antioxidantes, como as glutationas e também de outras enzimas como a piruvato

desidrogenase, responsável pela conversão do piruvato em acetil-CoA (Miller et al., 2002).

Em relação ao As5+, ele pode entrar nas células pelos canais transportadores de fosfato (PO4-)

e, em altas concentrações, pode inibir o carreamento de fosfato (Cutter & Cutter, 2006).

O arsênio pode atuar como um co-carcinógeno. Um dos mecanismos mais importantes

da co-carcinogênese do arsênio é a inibição do reparo do DNA (Hartwig A, et al., 2020). A

presença deste semimetal pode alterar ou inibir a atividade de proteínas de reparo do DNA

por meio da ligação direta a domínios de dedo de zinco, que são estruturas proteicas

importantes compostas por um íon de zinco e uma combinação de quatro resíduos de cisteína

e/ou histidina (Tam Lm et al., 2020).

Os danos acumulados no DNA pela inibição do reparo do DNA pelo arsênio podem

resultar na geração de quebras de fita dupla. quando encontrados pela forquilha de replicação

do DNA (Ying S, et al., 2009; Alexander; Orr-Weaver, 2016). Quebras de fita dupla do DNA

são uma causa comum de rearranjos cromossômicos e também podem ocorrer por meio de

reparo inadequado do DNA, podendo levar a vários tipos de mutações no genoma,

aumentando o risco de desenvolver câncer (Hartwig A. et al., 2020)

A exposição ao arsênio induz o estresse oxidativo e formação de RS (Reativic species),

que levam à formação de danos ao DNA e alteram o reparo do mesmo (Valko et al., 2016). O

mal funcionamento das vias antioxidantes, resultante da disfunção mitocondrial, e da inibição

de superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH) e glutationa peroxidase
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(GPx) também, podem ser citadas como uma das principais fontes de estresse oxidativo por

arsênio (NDrobna Z, et al 2009; Ćavar S et al 2010; Samuel S et al., 2009). Além de afetar

diretamente a função da enzima antioxidante, o arsênio pode alterar a síntese de antioxidantes,

incluindo glutationa (Thompson JA et al 2009) e superóxido dismutase 1(SOD)(Yin Y, Meng

et al., 2019).

A presença do arsênio, principalmente o arsênio trivalente, incluindo o arsenito

inorgânico e suas formas metabólicas metiladas, podem levar a inibição o reparo do DNA ao

elevar os níveis de ROS(Reactive Oxygen Species) e ERN(Reactive Nitrogen Species), que

perturbam diretamente a maquinaria de reparo do DNA, e modificam os resíduos de cisteína

em proteínas (Tam et al., 2020b). A desregulação da sinalização de resposta a danos no DNA,

mediada pelo arsênio por meio da ubiquitinação e SUMOilação de proteínas, também

compromete o reparo do DNA (Tam et al., 2020b ). Os danos induzidos por mecanismos de

oxidação causados pelo arsênio podem ocorrer de diferentes formas, incluindo disfunção

mitocondrial, desequilíbrio antioxidante e ativação da NADPH oxidase e óxido nítrico sintase

(Cooper KL, et al., 2009).

2.3 ARSÊNIO EM ALIMENTOS, PLANTAS E SUA RESISTÊNCIA

Algumas regiões do planeta possuem o arsênio em sua composição natural. No Brasil,

tais regiões são também, importantes reservas de minérios de interesse econômico como, Al,

Au, Fe e Manganês (Mn) (Teixeira et al., 2020), como é o caso do Quadrilátero ferrífero (QF),

região que possui 7200 km2, e abrange cidades como Ouro Preto, Mariana, Itabirito, Nova

Lima, Barão de Cocais e parte da capital mineira, Belo Horizonte (Jacobi, 2007).

A contaminação das águas subterrâneas representa uma das principais ameaças de

exposição humana ao arsênio inorgânico, principalmente em cidades como Nova Lima (MG),

Santa Bárbara (MG) e Ouro Preto (MG), pertencentes ao Quadrilátero ferrífero (QF), que

possuem um solo que excede os valores de referência de arsênio, visto que há grandes

atividades antrópicas que intensificam a liberação no meio ambiente, como a própria

mineração (Da Silva, 2017). Com o risco iminente à população local e pela composição

natural das rochas nesta localidade, diversos trabalhos foram realizados para avaliar os níveis

de As em que a população está exposta.

Como citado anteriormente, Borba e colaboradores (2002) evidenciaram níveis acima

do permitido pela legislação em águas subterrâneas em minas antigas entre as cidades de

Ouro Preto e Mariana, chegando a 2980µg/L de arsênio total. Além disso, Gonçalves e
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colaboradores (2007), evidenciaram concentrações de 9-224µg/L de arsenato em fontes

públicas utilizadas por moradores para hidratação na cidade de Ouro Preto, ultrapassando os

limites impostos. Já nos municípios de Nova Lima, Mariana e Santa Bárbara, Abreu e seus

colaboradores (2014) encontraram altos níveis de arsênio total amostrados nos solos, estimado

entre 53-960 mg/kg.

Há uma crescente preocupação em países como a China (Zeng et al., 2019), Taiwan

(Chiou et al., 2001) e Brasil (Mello et al., 2006), pela utilização destas águas e solos

contaminados para a agricultura, no cultivo de arroz e diversos alimentos (Argos et al., 2012).

O consumo destes alimentos contaminados pode gerar um impacto significante na exposição

diária (dose letal média do arsênio é de 0,06 g/kg), principalmente no processo de

biomagnificação, processo pelo qual há um acúmulo e transferência de arsênio ao longo da

cadeia alimentar, semelhante ao processo que ocorre com o mercúrio e o chumbo (Andrade;

Rocha, 2016). É por isso que a contaminação do solo com este semimetal é preocupante, já

que é possível observar os efeitos deletérios sobre a saúde humana, além dos prejuízos

causados à biota do solo (Almeida et al., 2018).

No Brasil, alimentos básicos, como o arroz e feijão recebem destaque por serem os

principais alimentos a contribuírem para a ingestão total de arsênio, correspondendo a 67-

90% do total, sendo 46-79% proveniente do arroz e o restante, cerca de 11-23% do feijão

(Ciminelli et al., 2017). Na América Latina e em países do sudeste da África esses alimentos

fazem parte da base da alimentação populacional, dando ênfase principalmente ao feijão,

como uma fonte potencial de exposição ao arsênio(Ciminelli et al., 2017).

A presença de As em plantas pode levar ao comprometimento em seu

desenvolvimento e causar efeitos deletérios em vários processos metabólicos, incluindo a

fotossíntese, absorção de nutrientes, respiração, reprodução e crescimento (Imran Khan., et al,

2021). Além disso, é possível observar a interrupção do estado hídrico da planta, a interação

com os grupos funcionais de enzimas e a substituição de íons essenciais do trifosfato de

adenosina (ATP) em plantas que crescem em solos contaminados com As (Gunes A et al .,

2010; Khalid S. et al., 2017).

O acúmulo de arsênio é capaz de interferir na biossíntese de clorofila através da

indução de deficiência de ferro (Fe) ou da inibição de algumas etapas importantes do processo

(Schoefs & Bertrand 2005). Além disso, a eficiência fotoquímica e a dissipação de calor

também são afetadas, já que há mudanças relacionadas às trocas gasosas e na emissão de

fluorescência (Prado & Casali 2006; Rahman et al. 2007).
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No trabalho proposto por Malik e seus colaboradores (2011) foi possível observar uma

queda notável nos níveis de alguns aminoácidos importantes, como Lisina (Lys), Metionina

(Met), Prolina (Pro), Treonina (Thr), Triptofano (Trp) e Valina (Val), em mudas de Cicer

arietinum L. estressadas com As. Além disso, o semimetal causou murcha, enrolamento e

necrose das lâminas foliares (Finnegan PM, et al., 2012), menor produção de frutos e

reduções na área foliar e na taxa fotossintética.

Os efeitos tóxicos do arsênio no processo fotossintético podem ocorrer nas etapas

fotoquímicas ou nas etapas bioquímicas ou em ambas (Abedin & Meharg 2002; Rahman e

Naidu 2009). O arsênio causa lesões na membrana do cloroplasto e desorganiza as funções do

processo fotossintético fundamental, a taxa de fixação de dióxido de carbono e a

funcionalidade do PS-II (Fotossistema II) também reduzem consideravelmente (Stoeva N., et

al 2003).

A produção de ROS pelo estresse do arsênio leva a danos negativos e intensos às

plantas, visto que há danos em macromoléculas importantes, além de alterar o sistema

antioxidante (Figura 1) (Chandrakar et al., 2016). Alguns estudos demonstraram que a

produção aumentada de ROS em plantas ocorre por meio do vazamento de elétrons durante a

redução de As5+em As3+, além da inibição de enzimas-chave que são vias importantes para a

geração de ROS em plantas. A resistência das plantas se deve ao seu próprio sistema de

defesa, ou seja, utiliza-se o próprio metabolismo para conter os danos e impactos causados

pelo agente tóxico, neste caso o Arsênio (Alsahli et al., 2020). Uma das principais estratégias

utilizadas pelas plantas para conter os possíveis estragos em seu metabolismo seria

primeiramente, a redução de As5+ para As3+, visto que o As3+ se liga somente às fitoquelatinas

(PCs), e que posteriormente é sequestrado pelo vacúolo (Li et al., 2016) (Figura 2).

A síntese de proteínas de ligação metálica também é utilizada, já que podem eliminar

o agente tóxico através de compartimentação e efluxo, por diferentes transportadores, como

os transportadores de fosfato e de glicerol (Begum et al., 2016), a utilização do sistema

antioxidante é uma maneira de proteger e garantir uma menor produção de ROSs em seu

metabolismo (Armendariz et al., 2016).
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Figura 1: Efeitos causados pelo arsênio em plantas. Os processos fisiológicos, como a inibição da fotossíntese, a

síntese de ATP são negativamente afetados pela presença do arsênio em plantas, junto a isso, a morfologia e

crescimento das folhas e das raízes são, também, impactadas; As= Arsênio; Fonte: Autoral.

As plantas absorvem os metais pesados, principalmente, através da raiz (Ondrasek et

al., 2016), utilizando diversos mecanismos moleculares para lidar com diversos

contaminantes (Yan et al., 2020), sendo um deles a detoxificação, processo pelo qual as

plantas transformam o arsênio em uma espécie menos tóxica para seu metabolismo. Em

especial, algumas plantas têm a capacidade de atuar como hiperacumuladoras de arsênio, ou

seja, conseguem absorver e acumular grandes quantidades deste semimetal, tal capacidade

pode ser potencializada pela modificação genética, como a superexpressão de genes

envolvidos na fitorremediação, que regulam a absorção, transporte e metabolismo do arsênio

(Doty et al., 2008). A absorção de As nas plantas depende da espécie vegetal e de sua

afinidade com o semimetal. As formas inorgânicas de arsenito e arsenato que entram nas

células vegetais interrompem seu metabolismo normal ao gerar ROS, como radicais

superóxido (O 2− ), radicais hidroxila (OH) e peróxido de hidrogênio (H 2O2) em resposta ao

processo de desintoxicação do As como citado em tópicos anteriores (Abbas et al., 2018).

Além das formas inorgânicas, o solo, também, pode conter formas de arsênio

metiladas, como o ácido monometilarsínico (MMA) e o ácido dimetilarsínico (DMA), que

também são absorvidos pelas raízes (Ondrasek et al., 2016) Uma vez dentro da planta, o As é

transportado por toda a planta através do xilema, sendo o As5+ o mais acumulado nesse

processo (Ondrasek et al., 2016). O As3+ é transportado através do canal de aquaporina via



20

proteínas intrínsecas semelhantes à nodulina 26 nas células da raiz, que são codificadas por

genes da planta (Zhao et al., 2008).

O arsenito possui a capacidade de romper a membrana da célula vegetal e se ligar a

grupos sulfidrila de proteínas, que leva à morte celular. Durante a detoxificação do arsenito, a

ligação do arsenito a grupos sulfidrila ricos em peptídeos forma um complexo com

fitoquelatinas (As-PC). Com isso, o As pode ser sequestrado por transportadores ABC

presentes nos vacúolos celulares e transportado através do floema para as raízes e caules,

tornando-o um forma menos tóxico (Martínez-Castillo et al., 2022).

O arsenato, por sua vez, é análogo ao fosfato, que é transportado pelos transportadores

de fosfato nas células vegetais. Em seguida, há a redução a arsenito pelo redutase ARS2 no

compartimento intracelular. Uma vez formado, o arsenito é detoxificado pela formação de

um complexo com peptídeos ricos em tiol ou sendo exudado para fora da célula por meio de

transportadores de glicerol (figura 2) (Martínez-Castillo et al., 2022).
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Figura 2: Processos de fitorremediação de plantas com o semimetal. Durante a desintoxicação do

arsenito, a ligação do arsenito a grupos sulfidrila ricos em peptídeos forma um complexo com fitoquelatinas (As-

PC). Com isso, o As pode ser sequestrado pelos transportadores ABC nos vacúolos celulares e ser transportado

pelo floema até as raízes e caules, tornando-o menos tóxico. Já o arsenato, que é análogo do fosfato, é reduzido a

arsenito (As3+) pela As redutase ARS2 no compartimento intracelular. O Arsenito reduzido é desintoxicado pela

formação de um complexo com peptídeos ricos em tiol ou sendo transportado e efluído para fora da célula por

meio de transportadores de glicerol. Adaptado de: Preetha JSY, Arun M, Vidya N, Kowsalya K, Halka J,

Ondrasek G. Biotechnology Advances in Bioremediation of Arsenic: A Review. Molecules. 2023 Feb

3;28(3):1474. doi: 10.3390/molecules28031474.

2.4 MECANISMOS BACTERIANOS DE RESISTÊNCIA E TOLERÂNCIA À ARSÊNIO

Os microrganismos podem ser considerados resistentes e tolerantes a certas

perturbações ocasionadas pela contaminação de metais pesados. Os microrganismos podem

ser tolerantes ou resistentes aos metais pesados sendo a tolerância a capacidade de um

organismos conviver com a toxicidade de um elemento com base em seu metabolismo

intrínseco (Gadd, 1992). Já a resistência é a habilidade de um organismo em sobreviver a

determinada perturbação usando de mecanismos induzidos diretamente pelo distúrbio em

questão (Gadd, 1992).

Essa capacidade adaptativa torna alguns microrganismos especialmente úteis em

processos de biorremediação. Bactérias biorremediadoras possuem a capacidade de degradar

poluentes do solo, como herbicidas, pesticidas, compostos orgânicos perigosos, e metais
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pesados, permitindo que as plantas se estabeleçam em um local contaminado (Pérez-Montaño

et al., 2014; Liu et al., 2017).

Como citado anteriormente, o arsênio é considerado um elemento prejudicial à saúde

ambiental e humana. Assim, a presença deste semimetal associado a alguns tipos de minerais

como realgar (As4S4), arsenopirita (FeAsS) e arsenato pirita (FeS2), pode ser liberado no

ambiente pelas águas, solos e sedimentos por oxidação de sulfetos e imobilização por

adsorção em óxidos ou hidróxidos de ferro (Borba & Figueiredo, 2008).

A contaminação por metais pesados em solos pode fazer com que haja mudanças na

microbiota local, visto que existe um aumento na demanda de energia devido ao estresse

induzido pelo semimetal (Xu et al., 2019). Atualmente, são descritos na literatura diversos

processos que conferem resistência de microrganismos aos metais pesados, como

demonstrado no quadro 1.
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Quadro 1: Processos que conferem resistência ao arsênio.

Processos de resistência Objetivo Referência

Adsorção do metal na parede

celular

Impedir a entrada do
semimetal na célula

Wang & Zhao, 2009

Exclusão Indução de modificações
químicas alternadas em
porinas na membrana,
fazendo com que a captura
de determinado metal seja
diminuída

Rouch et al., 1995

Bombas de efluxo Aumentar a capacidade da

bactéria em expulsar o metal

pesado

Sato & Kaoboyashi, 1998

Volatilização A bactéria possui a

capacidade de transformar o

semimetal pesado em

produto volátil

Bruins et al, 2000

Bioacumulação Acúmulo de arsênio no
interior celular

Bruins et al, 2000

Redução Reduzir uma forma tóxica
para uma menos tóxica e
prejudicial

Páez-Espino et al., 2009;
Andres & Bertin, 2016

Expressão do operon ars e
aio

Integra mecanismos internos
(ars) e externos (aio),
aumentando a tolerância e a
capacidade de modificação
ambiental.

Andres & Bertin, 2016;
Zhang et al., 2017

Tais mecanismos também podem tornar o arsênio menos biodisponível para outros

seres-vivos que vivem próximos ou em associação com essas bactérias (Silver & Phung, 1996;

Keim, 2011; Lee et al, 2015; Verma & Kuila, 2019). Esse feito abre a possibilidade de utilizar

bactérias resistentes ao arsênio em processos de biorremediação, explorando o metabolismo
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dessas bactérias, fornecendo uma alternativa mais sustentável para a descontaminação de

ambientes ricos neste semimetal.

As bactérias possuem a capacidade de biotransformar o arsênio, alterando a forma

química desse composto por meio de processos biológicos e, assim, detoxificando o ambiente

contaminado em que se encontram (Ji et al., 1992). Tais microrganismos possuem um operon

completo, como retratado na figura 4, sendo o principal e mais comum o operon Ars, com

vários genes que codificam proteínas dedicadas a lidar e tolerar a toxicidade do arsênio

(Carlin, et al., 1995). Este operon pode ser encontrado tanto no DNA cromossômico quanto

em plasmídeos, evidenciando sua versatilidade (Wu et al., 1993; Oremland et al., 2003). Os

genes centrais do operon Ars codificam as seguintes proteínas:

a) ArsR: Um repressor transcricional que regula a expressão dos genes do operon

em resposta à presença de arsênio.

b) ArsB: Proteína que possui característica de uma bomba de efluxo de arsenito, que é

responsável por exsudar esse composto tóxico da célula.

c) ArsC: Proteína que possui característica similar de uma arsenato redutase, que

converte arsenato em arsenito.

d) ArsD: Proteína que atua como uma chaperona de arsenito transferindo o arsenito de

complexos ligados à glutationa para a subunidade ArsA do complexo ArsAB e o ativa

(Yang et al., 2010).

A expressão dos operons Ars é regulada em resposta à presença de arsênio. O

conjunto de genes arsRBC e arsRDABC, confere resistência dos procariotos ao arsênio, sendo

arsRDABC associado com maiores concentrações deste metal pesado (Rosen, 2002). O

arsenito presente é bombeado para fora da célula através da proteína transportadora

transmembrana arsB. Alguns organismos possuem o gene arsA acoplado a arsB, formando o

complexo ArsAB. O gene arsA codifica uma ATPase que se associa à proteína transportadora

arsB, transformando o sistema em uma bomba de efluxo ativa. Enquanto o ArsB isolado

funciona apenas como um antiporte dependente do gradiente de prótons, o complexo ArsAB

utiliza a energia proveniente da hidrólise de ATP para expulsar arsenito (As³⁺) contra fortes

gradientes de concentração. Essa característica confere uma resistência muito maior ao

arsenito, permitindo que os organismos sobrevivam em ambientes com elevadas

concentrações desse semimetal. (Rosen, 2002).
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Em alguns microrganismos, a proteína Acr3p pode substituir o arsB como a principal

via de extrusão do arsenito, podendo ser acoplado ao ArsA na ausência do arsB (Achour et

al., 2007; Castillo e Saier, 2010). Já o arsC, codifica uma arsenato redutase, responsável pela

conversão do arsenato em arsenito e, o arsD, codifica para uma chaperona que transfere

arsenito ligados a glutationa para a subunidade do complexo de arsAB, ativando-o (Yang et

al., 2010).

Algumas bactérias são capazes de biotransformar o arsênio, utilizando o processo de

metilação como um mecanismo de detoxificação, convertendo as espécies inorgânicas tóxicas,

como o As5+ e o As3+, em formas orgânicas menos tóxicas e mais voláteis, como a mono-, di-

e trimetilarsina (Qin et al., 2006). O aumento da volatilidade do arsênio metilado pode

compensar o aumento da toxicidade de alguns intermediários e isso se deve aos genes arsM e

arsR que estão envolvidos nesse processo (Qin et al., 2006). Essa reação parte, inicialmente,

do arsenito, seguindo uma série de metilações oxidativas mediadas por S-adenosilmetionina

metiltransferase e etapas redutoras com glutationa e outros compostos contendo tiol,

resultando na produção final de TMAs (trimetilarsina) (Cullen e Bentley, 2005).

A oxidação do arsênio também é considerada um mecanismo de detoxificação, e

algumas bactérias são capazes de realizar esse processo pela presença dos genes aioAB que

codificam uma arsenito oxidase (Lett et al., 2012). A regulação desse processo se dá pela

presença das proteínas AioS e AioR e pelo fator sigma RpoN (Kang et al., 2012). Além disso,

AioX, uma proteína periplasmática, aparenta ser essencial para a regulação positiva da

expressão de aioAB na presença de arsenito (Liu et al., 2012). É possível observar dois

sistemas de redução de arsenito em procariotos, um codificado pelo gene arsC (descrito

anteriormente) e, outro que é associado à arsenato redutase respiratória, codificada pelos

genes arrA e arrB (Macy et al., 2000).

Durante esses processos de biotransformação de arsênio, as bactérias bioacumulam o

metal até sua liberação (Dhankhar e Hooda, 2011). Algumas bactérias também podem

adsorver esse semimetal, que se liga na sua membrana ou em sua parede celular. Neste

processo, o semimetal adere a moléculas de superfície como o lipopolissacarídeo de

membrana (LPS) (Gerbino et al., 2015).
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Figura 3: Interação bactéria-arsênio. O As é absorvido através de transportadores de glicerol ou fosfato. O

arsenato é reduzido a arsenito que pode então ser extrudido da célula por ArsAB ou metilado por ArsM,

formando intermediários metilados: arsenito monometílico (MMAs), dimetil arsenito (DMA) ou em trimetil

arsina (TMA). A presença do semimetal controla a expressão de Ars. O arsênio presente fora do citoplasma pode

ser utilizado para ganho de energia através da oxidação de arsenito ou respiração anaeróbia pela redução de

arsenato. Adaptado de: Kruger, et al Bacterial metabolism of environmental arsenic— mechanisms and

biotechnological applications. Appl Microbiol Biotechnol (2013) 97: 3827. doi:10.1007/s00253-013-4838-5

2.5 RELAÇÃO PLANTAS-MICRORGANISMOS

As práticas agrícolas convencionais frequentemente utilizam insumos químicos, como

fertilizantes químicos, pesticidas, fungicidas e herbicidas, que permitem a proteção de plantas

cultivadas contra patógenos e garantem melhor rendimento (Skamnioti e Ridout, 2005).

Porém, a utilização intensa destes produtos químicos agrícolas gera danos ao meio ambiente e

causam poluição dos solos, da atmosfera e das águas (Egamberdieva D., Ahmad P., et al

2018). Diante disso, o uso de microrganismos como uma alternativa biotecnológica para

otimizar a produtividade vegetal de forma sustentável está sendoimplementado, mitigando a

utilização e dependência desses produtos químicos e promovendo uma maior segurança

alimentar (Chouan et al., 2021; Hesham et al. 2021).



27

A sobrevivência das plantas e dos microrganismos é profundamente impactada pelas

estratégias de adaptação e pela especificidade dos hospedeiros ( Kirzinger & Stavrinides,

2012). Essa dinâmica torna a interação entre eles um conceito essencial para entender os

processos de coevolução e as complexas relações que se estabelecem (Kirzinger &

Stavrinides, 2012). As relações entre plantas-microrganismos podem ser parasitárias,

mutualistas ou cooperativas, sendo o hospedeiro o ditador do controle de especificidade da

relação (Bouwmeester et al.2007; Couillerot et al. 2009).

Em relação às estratégias parasitárias, as diferenças entre genótipo bacteriano e da

planta determinam se a interação será virulenta ou não (Skamnioti e Ridout, 2005). No caso

de microrganismos patogênicos, o processo inclui o reconhecimento, por parte da planta, de

produtos de virulência emitidos pelos patógenos, por meio de proteínas de resistência. Esse

reconhecimento pode levar, posteriormente, à manifestação de patogenicidade (Skamnioti &

Ridout, 2005).

Já no mutualismo, como no exemplo a simbiose entre leguminosas e rizóbios a

interação é definida em nível molecular, através de especificidade desencadeada por

sinalização (Combes-Meyte et al 2012). As interações de cooperação, basicamente,

correspondem a capacidade da bactéria de colonizar e estimular o crescimento vegetal através

de mecanismos de reconhecimentos da planta (Combes-Meynete et al., 2012). A figura 4,

adaptada do artigo de Combes-Meynete e colaboradores (2012) , ilustra de forma esquemática

as relações citadas. Vale ressaltar que nas relações mutualísticas e cooperativas há uma

comunicação planta-microrganismo através da rizodeposição, ou seja, compostos são

liberados pela raiz que fazem a orientação e deslocamento dos microrganismos, onde há a

convergência genética entre ambos, levando ao aperfeiçoamento do perfil de diferenciação da

microbiota, seja ela endófita ou rizosférica (Bulgarelli, D. 2013). As células presentes na

rizosfera conseguem secretar diversos compostos, como, íons de ácidos orgânicos, íons

inorgânicos, fitormônios, vitaminas, aminoácidos, purinas entre outros (Dakora, F.D. e

Phillips, D.A.2002). Os exsudatos da raiz desempenham um importante papel na mediação

das interações planta-microrganismos (Bais et al., 2006).

A quimiotaxia bacteriana é uma característica importante para a colonização da raiz e

para a seleção de microrganismos orientada pela planta (de Weert et al., 2002; Hartmann et al.,

2009). Ela pode estar relacionada com a adaptação nutricional, já que os exsudatos podem ser

utilizados como fontes de carbono pelas bactérias em processos metabólicos (Combes-Meyte

et al., 2012).
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Figura 4: Visão geral dos mecanismos de controle de especificidade de hospedeiros em interações parasitárias

(A), mutualistas (B) e cooperativas (C). Adaptado de: Combes-Meynet et al. 2012.

Alguns metabólitos existentes nas plantas possuem a capacidade de modular a ação

dos microrganismos, como os fitormônios (auxinas, citocininas, giberelinas, ácido abscísico e

etileno), que têm uma função reguladora nas interações planta-microrganismo(Farah Ahmad).

Eles podem reforçar a defesa contra patógenos ou facilitar a simbiose com microrganismos

benéficos, além de influenciar a resposta das plantas a patógenos e microrganismos benéficos,

regulando a defesa das plantas, promovendo a resistência ou, em alguns casos, facilitando a

simbiose com microrganismos benéficos (Jones; Dangl., 2006).

As plantas detectam microrganismos por meio de receptores de reconhecimento de

padrões que se ligam a padrões moleculares associados a microrganismos (MAMPs),

desencadeando uma defesa basal suficiente para interromper o crescimento da maioria dos

microrganismos patogênicos. A maioria das bactérias e fungos não patogênicos associados às

plantas produzem seus próprios MAMPs, o que levanta a questão de como os microrganismos

benéficos e as plantas conseguem evitar a eliminação dos microrganismos por meio de uma

resposta imunológica (Böhm H et al., 2014).

A capacidade das plantas de discriminar microrganismos patogênicos dos benéficos, é

um fator determinante nas interações. Esse equilíbrio complexo não apenas influencia a saúde

vegetal, mas também impacta a nutrição das plantas, destacando a importância dos

microrganismos no manejo sustentável da agricultura (Hacquard S, et al.,2015)
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2.6 BACTÉRIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL (PGPB)

Os microrganismos presentes na biota do solo desempenham um papel importante nos

ecossistemas, já que contribuem para a ciclagem de nutrientes, a formação da estrutura do

solo e o crescimento das plantas (Alkorta et al., 2017; Hagemann et al., 2017). A utilização de

algumas cepas bacterianas tem sido investigada por seu potencial em aumentar o crescimento

das plantas, melhorar a qualidade do solo e controlar a poluição e contaminação do solo por

metais pesados e outros componentes químicos (Liu J et al., 2016). Entre essas bactérias, as

bactérias promotoras de crescimento vegetal (Plant Growth Promoting Bacteria- PGPB)

ganham destaque por possuírem a capacidade de promover o desenvolvimento saudável das

plantas, além de aumentar a resistência ao estresse ambiental submetidas (Xiao et al., 2022).

Tais bactérias podem ser classificadas de acordo com as suas atividades benéficas para as

plantas, como biofertilizantes, biocontroladoras ou biorremediadoras (Combes-Meynet et

al.,2012).

As bactérias classificadas como biofertilizantes aumentam o crescimento das plantas

diretamente, fornecendo nutrientes e fitormônios (Combes-Meynet et al., 2012). As

biocontroladoras possuem a capacidade de proteger as plantas de patógenos por meio da

produção de compostos, incluindo antimicrobianos, ou estimular a resistência das plantas

(Combes-Meynetet al., 2012). Já as biorremediadoras detoxificam componentes tóxicos do

ambiente, o que possibilita o crescimento das plantas (Liu et al., 2016).

Bactérias promotoras de crescimento vegetal podem ser endofíticas e, em especial,

derivadas de rizosfera que são capazes de colonizar as raízes das plantas, sob certas condições

edáficas (Caporaso et al., 2010). O estabelecimento da simbiose associativa entre bactérias e

plantas hospedeiras se dá em três passos: bactérias do solo se associam na rizosfera, se fixam

à superfície radicular e, por fim, tornam a simbiose associativa efetiva (Combes-Meynet et al.,

2012). Uma vez atraídas para o rizoplano, estas bactérias se estabelecem e aderem ao sistema

radicular exercendo suas propriedades benéficas. A colonização das raízes é um processo

competitivo, que, como já mencionado no tópico 2.5, é afetada por características tanto das

bactérias como das plantas hospedeiras (Kloepper, 1996).

As bactérias uma vez estabelecidas no sistema vegetal da planta possuem a capacidade

de influenciar no crescimento destas por meio de mecanismos moleculares diretos ou

indiretos. São classificados como mecanismos diretos: o aumento da absorção de nutrientes

vegetais, a fixação de nitrogênio, que é crucial para síntese de biomoléculas como as proteínas.
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A fixação biológica de nitrogênio, realizado por PGPB, é o processo que converte o N2 em

amônia (NH3), sendo realizado por microrganismos diazotróficos, predominantemente

bactérias (Newton, 2000; Franche et al., 2009). Este processo é essencial para tornar o

nitrogênio atmosférico utilizável pelas plantas e outros organismos, sendo um tema de grande

relevância na compreensão dos ciclos biogeoquímicos do nitrogênio (Mylona,Pawlowski &

Bisseling, 1995).

A solubilização de fosfato, que tem o fósforo como o elemento mais importante para

os vegetais depois do nitrogênio, isso se deve pelo fato de possuir um papel fundamental em

praticamente todos os processos metabólicos das plantas como fotossíntese, transferência de

energia, transdução de sinal, biossíntese de macromoléculas e respiração (Khan et al., 2010).

Embora seja abundante no solo, ele se encontra indisponível para a absorção das plantas em

suas formas orgânica e inorgânica, pois ocorrem principalmente insolúveis (Sharma et al.,

2013).

Algumas PGPB do gênero Bacillus, Enterobacter e Pseudomonas são capazes de

disponibilizar o fosfato por meio de sua solubilização no solo, dois mecanismos principais são

fundamentais a esta solubilização são a redução do pH do solo, mediado pela secreção de

ácidos orgânicos, e a mineralização em fosfato orgânico por fosfatases ácidas e fitases

(Richardson et al., 2009). A quantidade de fósforo solúvel liberado depende dos tipos de

ácidos orgânicos produzidos pelas PGPB. Os ácidos alifáticos, como o ácido glucônico ou 2-

cetoglucônico, são mais eficientes na solubilização de fosfato (Ahmed & Shahab, 2011), já na

mineralização/solubilização a produção de ácidos orgânicos (tais como acético, succínico,

cítrico e glucônico) ou fosfatases, é mais eficientes na liberação de ortofosfato de fósforos

inorgânicos e orgânicos (Bulgarelli, 2013). Estratégias para melhorar a disponibilidade e

absorção de fósforo podem contribuir significativamente para o crescimento das plantas,

porque menos de 5% do teor de fósforo de solos é biodisponível para as plantas (Bulgarelli,

2013).

Além disso, a produção de sideróforos se destaca o pelo papel no metabolismo do

ferro (Fe), um elemento que desempenha um papel importante como um micronutriente

essencial, tanto para as plantas quanto para as bactérias, visto que está presente em vários

processos biológicos vitais (Kobayashi, 2012). Suas funções incluem contribuir para a

fotossíntese, a respiração celular, a biossíntese de clorofila e desempenhar um papel

significativo na fixação biológica de nitrogênio (Kobayashi, 2012). Os microrganismos

desenvolveram estratégias ativas para superar a limitação nutricional de podendo contornar
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essa limitação utilizando agentes quelantes, os sideróforos (Dixon & Kahn, 2004). Tais

substâncias são capazes de se ligar ao ferro presente no ambiente, e formar complexos

solúveis que as bactérias podem absorver, permitindo-lhes atender às suas necessidades

nutricionais de ferro escasso (Neilands, 1995). Esse mecanismo representa uma adaptação

eficaz que muitos microrganismos desenvolveram para garantir a obtenção de ferro em

ambientes onde esse micronutriente é escasso (Neilands, 1995). A excreção de sideróforos por

bactérias pode estimular o crescimento das plantas, melhorando a nutrição diretamente ou

inibindo fitopatógenos indiretamente ao sequestrar ferro do ambiente (Kramer, Özkaya &

Kümmerli, 2020).

O último mecanismo direto destaca-se a produção de hormônios vegetais como

auxinas, giberelinas e citocininas, que são uma família de moléculas que estão envolvidas em

no crescimento e desenvolvimento de plantas, sendo a molécula mais importante o ácido indol

acético (AIA), cujo o principal precursor para sua biossíntese é o triptofano (Vernoux e

Robert, 2016). As auxinas possuem a capacidade de estimular o crescimento de caule e raiz

através do elongamento celular, sendo também responsáveis pela iniciação de raízes laterais

(Teale et al., 2008). Apesar de ser um hormônio produzido pelas próprias plantas, muitas

bactérias associadas ao solo e plantas apresentam vias metabólicas de biossíntese desse

hormônio, que uma vez secretado ao meio desencadeia os mesmos mecanismos moleculares

do fitormônio (Spaepen et al., 2009; Vessey 2003).

Por outro lado, os mecanismos indiretos são: a resistência sistêmica adquirida (SAR)

e a resistência sistêmica induzida (ISR) que são respostas fisiológicas das plantas ativadas por

moléculas específicas produzidas por microrganismos. A SAR é desencadeada por bactérias

patogênicas por meio da liberação de ácido salicílico (Fu & Dong, 2013). Em contrapartida,

as bactérias não patogênicas desempenham um papel essencial na ativação da ISR, pois

sensibilizam e ativam as respostas de defesa da planta contra uma ampla variedade de

patógenos, utilizando a sinalização mediada por etileno e ácido jasmônico (Pérez-Montaño et

al., 2013). A ISR é um mecanismo pelo qual as PGPBs aumentam a resistência das plantas ao

modular suas propriedades físicas e bioquímicas (Pieterse et al., 2002). Essa interação

apresenta uma especificidade bem definida (Pérez-Montaño et al., 2014), sendo as PGPBs

reconhecidas como promotoras indiretas do crescimento vegetal.

A interferência no sistema do quorum sensing, em que muitas bactérias controlam a

densidade da sua população por meio da comunicação por moléculas diversas e consequente

indução do processo de migração chamado quorum sensing (QS). Muitas plantas são capazes
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de produzir moléculas que interferem nos sistemas de QS das bactérias. Uma vez que

detectam um patógeno, inibem o fenômeno a fim de impedir que essas bactérias se agreguem

e cheguem até a planta para causar a doença (Pérez-Montaño et al., 2014).

O antagonismo, em que diversos microrganismos podem sintetizar uma vasta gama de

compostos com atividade antimicrobiana como os antibióticos, toxinas e compostos

tensoativos ou a produção de enzimas de degradação da parede extracelular do patógeno

como quitinases, proteases. Estes compostos podem ser oriundos de metabolismo secundário,

ou caracterizar-se como moléculas proteicas/peptídeos derivados ou não de síntese

ribossômica (Bulgarelli, 2013). Essas PGPBs atuam na saudabilidade da planta e dessa forma,

contribuem para seu crescimento.

Além disso, a produção de ácido cianídrico (HCN) desencadeia uma possível ação

antagônica a patógenos. Insetos e outros herbívoros, ao entrarem em contato com o tecido

vegetal durante a herbivoria, fazem com que glicosídeos cianogênicos entrem em contato com

enzimas hidrolíticas do citoplasma das células, permitindo que as mesmas produzam ácido

cianídrico. Fisiologicamente, o HCN inibe a cadeia respiratória ao se ligar com o Fe3+ da

citocromo-oxidase na mitocôndria (Srinivasan et al., 2012). Algumas bactérias apresentam

capacidade de produzir esse ácido e, em associação benéfica com as plantas, estabelecem uma

relação de proteção contra fitopatógenos.

As bactérias biofertilizantes são consideradas promotoras diretas de crescimento

vegetal enquanto as biocontroladoras e as biorremediadoras são promotoras indiretas, uma

vez que não fornece nenhum composto utilizado diretamente no crescimento, mas interferem

na saúde da planta (Bulgarelli, 2013).

2.7 Phaseolus vulgaris

O feijão comum, Phaseolus vulgaris L., é um vegetal pertencente ao gênero Phaseolos

(Alvarado-Ramos et al. 2024). Conquist (1988) descreve como pertencente à subclasse

Rosidae, ordem Fabales e família Fabaceae. Dentro de tal gênero é possível observar diversos

tipos de feijão, embora o feijão tenha sido classificado em mais de 50 espécies diferentes

(Delgado- Salinas et al., 1999). O feijão- comum (Phaseolus vulgaris) é uma das leguminosas

mais consumidas no mundo (Schoonhove & Voysest, 1991) e constitui um dos principais

ingredientes da dieta da população brasileira, por ser uma ótima fonte de proteína e minerais

(Padder et al., 2017). Além de seu papel essencial na alimentação e nutrição de diversos
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indivíduos, essa espécie também possui grande relevância em estudos científicos e testes em

laboratórios.

O relatório divulgado pela Organização para a Cooperação e Desenvolvimento

Econômico (OECD 2003) indica que esta planta está de acordo com as diretrizes

estabelecidas, pois é considerada uma espécie vegetal modelo para testes com substâncias

químicas, o que a torna a escolha para este trabalho. Cada semente e plântula possui suas

especificidades, mas a presença desta espécie na alimentação da população brasileira fez com

que ela se tornassem prioridade em relação às outras espécies descritas.

Silva (1999), baseado em vários autores, descreveu-se as características morfológicas

desta espécie (Figura 5): o sistema radicular apresenta uma raiz principal da qual se

desenvolvem raízes secundárias e terciárias. O caule é herbáceo, formado por uma sucessão

de nós e entrenós, onde estão inseridos, no primeiro nó, os cotilédones; no segundo, as folhas

primárias; e, a partir do terceiro, as folhas trifolioladas ou definitivas. Pode apresentar

pilosidade e pigmentação com o crescimento determinado e indeterminado.

As folhas são simples e opostas. Já as flores dispõem-se em inflorescências racemosas,

axilares e terminais, formadas por: pedúnculo, ráquis, brácteas e botões florais em complexos

axilares. As flores, possuem forma papilionácea e simetria bilateral, possuem cálice

gamossépalo campanulado, duas bractéolas na base, corola dialipétala com cinco pétalas

(sendo uma maior e externa), estames diadelfos (nove soldados e um livre) e gineceu com

ovário súpero, unicarpelar e pluriovulado, estilete encurvado e estigma lateral.

O fruto é um legume deiscente, cuja forma pode ser reta, arqueada ou recurvada com

o ápice abrupto ou afilado. A cor é característica da cultivar, podendo estar uniformemente

distribuída ou não, e variar de acordo com o grau de maturação verde, verde com estrias

vermelhas ou violetas, vermelha, roxa,amarela, amarela com estrias vermelhas ou roxas, e até

marrom.
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Figura 5: Imagem ilustrativa e descritiva do Phaseolus vulgaris descrita por Van Houtte, L.B., Flore des serres
et des jardin de l’Europe (1845-1880) Fl. Serres.

Fonte. Imagem retirada de http://plantillustrations.org/illustration.php?id_illustration=51628, acesso em
11/12/2024.

A semente é constituída de tegumento, hilo, micrópila e rafe e, internamente, de um

embrião formado pela plúmula, duas folhas primárias, hipocótilo, dois cotilédones e radícula.

Pode ter várias formas: arredondada, elíptica, reniforme ou oblonga, tamanhos que variam de

muito pequenas (< 20g) a grandes (> 40g/100 sementes).

Apresenta ampla variabilidade de cores, variando entre preto, bege, roxo, róseo,

vermelho, marrom, amarelo, e o branco. O tegumento pode ter uma cor uniforme (cor

primária), ou duas cores, uma primária e uma cor secundária, expressa em forma de estrias,

manchas ou pontuações. A superfície pode ser brilhosa, ter brilho intermediário ou opaca, sem

brilho (EMBRAPA 2003).
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Figura 6: Representação de fases do desenvolvimento (semente, germinação e plântula) de uma semente de
Phaseolus vulgaris. As fases indicadas de V0 a V4 caracterizam as fases vegetativas, já as fases de R5 a R9
indicam as fases reprodutivas.

Fonte: Embrapa (2003).

O ciclo de desenvolvimento da planta do P.vulgaris consiste em duas fases: a fase

vegetativa e a fase reprodutiva, como indicado na imagem, divulgada pela EMBRAPA

(Figura 7). As fases vegetativas vão de V0 a V4 e englobam características como a

germinação e emergência das sementes, surgimento das folhas primárias e aparecimento da

primeira e terceira folha trifoliada (Figura 8).

Ademais, as fases reprodutivas apresentam características como a pré-floração,

formação e enchimento das vagens e a maturação da plântula em si (Figura 9). O feijão

comum se desenvolve em altitudes que variam entre 50 a 3000 metros, além de suportar

ambientes extremos. A temperatura ideal para seu desenvolvimento varia entre 14 a 26ºC, e

precipitações anuais entre 400 e 1600 mm. De modo geral, o pH do solo deve estar próximo

de 5 ou levemente ácido (Wortmann et al.,1998; Debouk,1999).

Figura 7: Etapas da fase vegetativa. V0: Germinação, V1: Emergência, V2: Surgimento das folhas primárias, V3:
surgimento das primeiras folhas trifoliadas, V4: surgimento das terceiras folhas trifoliadas.

Fonte: Embrapa (2003) e https://agriq.com.br/fatores-desenvolvimento-feijao/
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Figura 8: Etapas da fase reprodutiva. R5: pré-floração, R6: floração,R7: formação das vagens, R8: Enchimento
das vagens, R9: Maturação.

Fonte: Embrapa e https://agriq.com.br/fatores-desenvolvimento-feijao/

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de promoção de crescimento vegetal de bactérias tolerantes à

arsênio em sementes de Phaseolus vulgaris

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Avaliar a morfologia dos isolados bacterianos;

● Avaliar o crescimento dos isolados tolerantes ao arsênio em meios com diferentes

níveis de salinidade;

● Avaliar o potencial antagonista dos isolados bacterianos tolerantes a arsênio;

● Avaliar a produção de enzimas hidrolíticas dos isolados tolerantes a arsênio em

meios de culturas diferenciais;

● Avaliar a fixação de Nitrogênio, a produção de ácido cianídrico e de hormônios

vegetais pelos isolados bacterianos tolerantes ao arsênio;

● Avaliar as doses inibitórias mínimas de As nas taxas de germinação de sementes

de feijão-comum (Phaseolus vulgaris), em meio de cultura vegetal;

● Avaliar a taxa de germinação de sementes de feijão-comum (Phaseolus vulgaris),

em meio de cultura vegetal com e sem As e na presença e ausência dos isolados

bacterianos.
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4.METODOLOGIA

4.1 ISOLADOS BACTERIANOS

Para a realização do presente trabalho, dez isolados bacterianos que possuem

características distintas e variados níveis de tolerância a diferentes espécies químicas de

arsênio foram utilizados. Os isolados foram obtidos durante o mestrado da corientadora do

projeto (Rocha, 2021) a partir de amostras de solo contaminado por hidrogenoarsenato de

sódio heptahidratado (Na2AsHO47H2O/ Sigma Aldrich) (Qing Xia et al., 2016). Os isolados

foram devidamente caracterizados e nomeados conforme o Quadro 2.

Quadro 2: Lista dos isolados bacterianos utilizados no estudo.

Isolados bacterianos

1. 3 ASA 11

2. 3 ASB 4a

3. 3 ASB 4b

4. 7 CoB 4b

5. 7 ASA 5

6. 30 ASC 12

7. 60 ASC 2

8. 90 ASC1a

9. 90 ASC 1b

10. 115 ASA 3
Fonte: Rocha,2021

4.2 MANUTENÇÃO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

A partir da matriz original dos isolados, foi realizado um repique em um microtubo

contendo meio de cultura Luria-Bertani (LB) caldo (meio de cultura bacteriológico não-

seletivo). Os isolados selecionados foram incubados por 48 horas, em incubadora tipo BOD,

com a temperatura de 28ºC. Em seguida, foram adicionados ao microtubo, glicerol, em uma

concentração final de 15%, sendo posteriormente armazenadas a uma temperatura de -20ºC.
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Ao início de cada experimento as amostras são retiradas do freezer para a realização de um

novo repique.

4.3 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DE PAREDE CELULAR

Para a observação da morfologia e tipo de parede celular dos isolados bacterianos foi

realizada a metodologia de coloração de Gram. Realizou-se o esfregaço bacteriano sobre uma

lâmina histológica e o esfregaço foi fixado com calor. Em seguida, cobriu-se com cristal

violeta por um minuto e a lâmina lavada sob água corrente como mostrado na Figura 9. Logo

após isso, aplicou-se uma solução de lugol, também por um minuto, seguida de uma nova

lavagem com água corrente. Posteriormente, realizou-se a etapa de descoloração, aplicando-se

etanol absoluto por 30 segundos, seguida de lavagem. O esfregaço foi então coberto com

safranina , que atua como contracorante, por 30 segundos. Após esse tempo, a lâmina foi

novamente lavada com água corrente. Para a secagem, utilizou-se papel filtro, pressionando-o

cuidadosamente sobre a lâmina, sem esfregar, para evitar a remoção da amostra. Por fim,

aplicou-se uma gota de óleo de imersão sobre a preparação, que foi examinada ao

microscópio óptico utilizando a objetiva de imersão (100x).

Figura 9: Esquema do protocolo da coloração de Gram. fonte: autoral

4.4 ENSAIO DE CRESCIMENTO EM DIFERENTES FAIXAS DE SALINIDADE

Para avaliar a capacidade de crescimento dos isolados tolerantes à arsênio em

diferentes faixas de salinidade foi preparado o meio Luria-Bertani (LB) caldo, modificado

com as seguintes concentrações de NaCl: 8g/L, 10g/L, 12g/L, 14g/L e 16g/L. Após o preparo,

o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120 ºC, sendo posteriormente transferidos para

microtubos (eppendorfs) de 2 mL. Cada isolado utilizado no presente trabalho foi adicionado
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ao respectivo microtubo com o auxílio da alça bacteriológica, a qual foi mergulhada na

solução contendo cada isolado, separadamente, e adicionada ao LB estéril em diferentes

concentrações de sal de cada microtubo identificado para cada isolado. Os microtubos foram

incubados a 28ºC por 48 horas. Após incubação, o conteúdo dos microtubos foi transferidos

para a placa de 96 poços para a realização da leitura da absorbância a 600 nm, visando avaliar

o crescimento dos isolados sob diferentes faixas de salinidade. Os resultados foram analisados

por meio da comparação do branco (LB) com as demais concentrações e isolados.

4.5 ENSAIO DE POTENCIAL ANTAGONISTA

O ensaio de potencial antagonista tem como objetivo avaliar se as bactérias podem
ou não interferir no crescimento de outras. Para realização do ensaio, placas petri de 150
mm x 90 mm, autoclavadas, foram divididas em cinco secções (quatro secções referente a
cada um dos isolados e um controle). Inoculou-se 200 µL de solução do repique,
anteriormente descrito, correspondente ao isolado que será analisado no tapete
bacteriológico. Com o auxílio de uma alça de Drigalski o repique de um dos isolados foi
espalhado por toda a placa a fim de formar um tapete. Em seguida, discos de papel filtro,
autoclavados, foram mergulhados nas soluções contendo os outros quatro isolados
bacterianos e adicionados em suas respectivas secções na placa Petri. O papel filtro permite
que determinada quantidade de isolados bacterianos seja absorvida. O experimento foi
realizado em duplicata e após o plaqueamento as placas foram incubadas por 48h em
incubadora tipo BOD a 28ºC e então o crescimento foi avaliado.

A formação de um halo de inibição, indicndo um resultado positivo, é observado
quando uma bactéria secreta uma substância que se difunde no meio de cultura e impede o
crescimento de outras colônias no raio em torno da que produziu o composto. Para
resultado negativo, não há a formação de um halo de inibição, ou seja, os isolados
bacterianos não interferem no crescimento dos demais.

4.6 PRODUÇÃO DE ENZIMAS HIDROLÍTICAS: AMILASE, CELULASE, PECTINASE

E PROTEASE

4.6.1 Amilase

Para o ensaio de avaliação da produção de amilase pelos isolados tolerantes a arsênio

foi utilizado o meio de cultura diferencial compostos por 1g/L de peptona, 5 g/L de levedura,

10 g/L de NaCl, 2 g/L de amido solúvel e 20g/L de ágar, solubilizado em água destilada e pH
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ajustado para 6. Após o preparo, o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120ºC. O meio

estéril foi vertido em placas Petri 35 mm. Discos de papel foram mergulhados em um

microtubo contendo cada um dos isolados, os quais foram inseridos em sua respectiva secção

na placa de Petri. As placas utilizadas foram incubadas em uma estufa tipo BOD, a 28ºC por

48 horas. Para que o resultado fosse avaliado, foi necessário a utilização de uma solução de

revelação do ensaio. Após o período de incubação, a solução composta por Lugol, foi

adicionada até que toda a placa estivesse coberta, com tempo de ação de 5 minutos. O

resultado positivo para produção de amilase foi observado pela formação de um halo

transparente ao redor da colônia após revelação com o lugol.

Figura 10: Esquema de experimento da enzima hidrolítica amilase.

4.6.2 Celulase

Para o ensaio de avaliação da produção de Celulase pelos isolados tolerantes a arsênio

foi utilizado o meio de cultura diferencial composto por 10 g/L de peptona, 5g/L de levedura,

10 g/L de NaCl, 20 g/L de ágar, 1 g/L de carboximetil e 0,3g/L de celobiose solubilizado em

água destilada. Após o preparo, o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120 ºC. Discos de

papel foram mergulhados em um microtubo contendo cada um dos isolados, os quais foram

inseridos em sua respectiva seção na placa de Petri. As placas foram incubadas em uma estufa

tipo BOD, a 28ºC por 48 horas. Para que o resultado fosse avaliado, foi necessária a utilização

de uma solução de revelação do respectivo ensaio, composta por vermelho congo 0,3%, por

10 minutos, sendo utilizado até que toda a superfície da placa estivesse completmente coberta.

Em seguida, foi realizada a lavagem do meio com uma solução de NaCl 1%. O resultado



41

positivo para a produção de celulase foi observada pela presença de um halo transparente em

torno da colônia.

Figura 11: Esquema de experimento da enzima hidrolítica celulase.

4.6.3 Pectinase

Para o ensaio de avaliação da produção de pectinase pelos isolados tolerantes a arsênio

foi utilizado o meio de cultura diferencial composto por 10 g/L de peptona, 5 g/L de levedura,

10 g/L de NaCl e 20 g/L de ágar, e 10 g/L de Pectina, solubilizado em água destilada e pH

ajustado para 5. Após o preparo, o meio foi autoclavado por 15 minutos à 120ºC. Foram

mergulhados discos de papel em um microtubo contendo cada um dos isolados e estes foram

inseridos em sua respectiva seção na placa de petri. As placas foram incubadas em uma estufa

tipo BOD, à 28ºC por 48 horas. Para que o resultado seja avaliado, é necessário a utilização

de uma solução de revelação do respectivo ensaio, composta por uma solução de de CTAB

1%, até que toda a placa esteja coberta, por 5 minutos. O resultado positivo para produção de

pectinase é observado pela presença de um halo mais claro no entorno da colônia quando

comparado ao meio em volta.

4.6.4 Protease

Para o ensaio de avaliação da produção de pectinase pelos isolados tolerantes ao

arsênio foi utilizado o meio de cultura diferencial composto por 10 g/L de peptona, 5 g/L de

levedura, 10 g/L de NaCl e 20 g/L de ágar, e 20g/L de caseína, 6 g/L de peptona, 3g/L de
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extrato de levedura, e 10 g/L de glicose, solubilizado em água destilada. Após o preparo, o

meio foi autoclavado por 15 minutos a 120ºC. Discos de papelforam mergulhados em um

microtubo contendo cada um dos isolados,os quais foram inseridos em sua respectiva secção

na placa de Petri. As placas foram incubadas em uma estufa tipo BOD, a 28ºC por 48 horas.

4.7 PRODUÇÃO DE ÁCIDO CIANÍDRICO

Para a realização do ensaio de produção de ácido cianídrico (HCN) foi utilizado um

método adaptado de Bakker e Schippers (1987). O meio de cultura foi composto por LB

sólido enriquecido com 4,4 g/L de glicina e 0,081g/L de FeCl36H2O. Os isolados tolerantes ao

arsênio foram inoculados em placas petri médias e incubados na estufa tipo BOD à 28ºC. Na

parte superior das placas, foram adicionados discos de papel filtro embebidos com uma

solução de ácido pírico 5% e Na2Co3 2%, reforçados com um papel filme plásticos para evitar

dissipação do gás. A mudança de cor do papel filtro de amarelo para marrom indicava a

produção de HCN.

4.8 FIXAÇÃO DE NITROGÊNIO

Para a realização do ensaio de avaliação de fixação de nitrogênio pelos isolados

tolerantes ao arsênio foi utilizado o meio de cultura diferencial composto por 5g/L de manitol,

5 g/L de sacarose, 0,4g/L de KH2PO4, 0,2g/L de MgSo47H2O, 0,02 g/L de CaCl2, 0,002g/L de

NaMO, 0,01 g/L FeCl3, 0,075 g/L de azul de bromotimol e 2,3 g/L de ágar, com pH ajustado

para 5,7. Após o preparo, o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120 ºC e então distribuído

em tubos de ensaio. Com auxílio de uma alça bacteriológica, foram inoculados os 10 isolados

em seus respectivos tubos de ensaio e em seguida foram incubados em estufa tipo BOD, a

28ºC por 48 horas. O resultado positivo para a capacidade de fixar nitrogênio foi observada

pela mudança de coloração do meio, de amarelo para esverdeado.

4.9 PRODUÇÃO DE HORMÔNIOS VEGETAIS: ÁCIDO INDOL ACÉTICO (AIA)

Para a realização do ensaio de produção de AIA pelos isolados tolerantes a arsênio foi

utilizado o método colorimétrico adaptado de Bric et al.(1991), composto por meio Luria-

Bertani (LB) caldo acrescido de 1,021g/L de L-triptofano, precursor do AIA. Após o preparo,

o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120 ºC e então distribuído em microtubos de 2

ml.Em seguida, foram inoculados os 10 isolados em seus respectivos microtubos, e os
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mesmos foram incubados em uma estufa tipo BOD, a 28ºC por 48 horas. Para avaliar os

resultados, os isolados foram transferidos para uma placa de 96 poços, adicionado 100 uL de

solução de Salkowski e incubado por 2 horas. Tal solução é formada pela diluição de 2 ml de

FeCl3.6H2O 0,5M por litro de H2SO4. Ao final do tempo de incubação foi realizada a análise

em espectrofotometria, sob um comprimento de onda de 590 nm comparado-se os resultados

com o branco. O resultado positivo para a capacidade de produção de AIA foi observado pela

mudança de coloração do meio de amarela (solução de Salkowski) para vermelha, além do

aumento da maior absorbância.

4.10 ESTERILIZAÇÃO DE SEMENTES DE Phaseolus vulgaris

As sementes de feijão-comum (Phaseolus vulgaris) utilizadas em ensaios de

crescimento vegetal, passaram por um processo de esterilização, a fim de aumentar a

confiabilidade dos resultados e evitar a ocorrência de algum tipo de contaminação.Para tanto,

foram realizadas algumas etapas para a conclusão da esterilização.

A princípio, as sementes de Phaseolus vulgaris foram lavadas com detergente neutro

em água corrente, e posteriormente com água destilada até a completa remoção do detergente.

Em seguida, as sementes foram levadas ao fluxo laminar, para que o restante do processo

fosse realizado em ambiente estéril. Utilizou-se solução de hipoclorito a 2% (100 mL,

quantidade suficiente para que todas as sementes ficassem submersas), por um período de 30

minutos (Figura 12). Logo após, as sementes foram lavadas com água destilada estéril, e

foram adicionadas em uma solução de álcool 70% por 30 segundos. Ao passar esse tempo,

foram realizada três lavagens com água destilada estéril, com a duração de 5 minutos cada,

sendo a água utilizada descartada ao final de cada lavagem.

As sementes ficaram submersas em água destilada estéril durante 15 minutos. Por fim,

foi realizada uma última lavagem com água Milli-q estéril por 5 minutos. Ao final, a água foi

retirada e as sementes permaneceram sob o fluxo laminar até a secagem completa para

posterior utilização nos em ensaios específicos.
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Figura 12: Esquema das etapas de esterilização das sementes de Phaseolus vulgaris.

4.11 DOSES INIBITÓRIAS MÁXIMAS DE ARSÊNIO NAS TAXAS DE GERMINAÇÃO

EM MEIO DE CULTURA VEGETAL

Para verificar até qual concentração de arsênio as sementes de feijão-comum

(Phaseolus vulgaris) iniciam a germinação e em qual concentração ocorre a inibição da

germinação foi necessária a realização de dosagens inibitórias mínimas e máximas de arsênio

em meio de cultura vegetal.

As sementes estéreis (protocolo descrito na seção 4.4) de Phaseolus vulgaris foram

semeadas em tubos de ensaio, contendo meio de cultura para tecidos vegetais Murashige e

Skoog, sem arsênio, acrescido de doses crescentes de hidrogenarsenato de sódio (5µM, 10µM,

15µM, 20µM, 25µM, 30µM, 40µM, 50µM, 60µm) e também, de doses crescentes de

metarsenito de sódio (1µM, 3µM, 5µM, 7µM, 9µM, 10µM, 15µM, 20µM, 25µM,). Para a

utilização do meio de cultura neste ensaio, foi necessário a aferição do pH de cada meio no

pHmetro, sendo ajustado o ph conforme a necessidade. Para o meio a ser utilizado com a

solução de hidrogenarsenato de sódio o pH foi ajustado para 5,5; já para a utilização do meio

para a solução de metarsenito de sódio o pH foi ajustado para 6,5 (Figura 13).

O ensaio foi realizado em duplicata, e foi semeada uma semente por tubo de ensaio.

As sementes foram incubadas em câmara de crescimento, com fotoperíodo de 16h a 25ºC, por

seis dias. Ao final dos seis dias, foi realizado o registro fotográfico das sementes germinadas e

em seguida, o comprimento total das sementes, dos folíolos, e da radícula foi medido com o

auxílio de parquímetro e analisada por análise de variância.
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Figura 13: Esquema de experimentação das doses inibitórias máximas na germinação de sementes de

Phaseolus vulgaris

4.12 TAXA DE GERMINAÇÃO DAS SEMENTES COM E SEM ARSÊNIO E NA

PRESENÇA E AUSÊNCIA DOS ISOLADOS BACTERIANOS EM MEIO DE CULTURA

VEGETAL

Para avaliar se os isolados tolerantes ao arsênio influenciam a germinação de sementes

de feijão-comum (Phaseolus vulgaris) na presença de arsênio, as sementes foram semeadas

em meio de cultura para tecidos vegetais Murashige e Skoog sem arsênio, acrescido de

hidrogenarsenato de sódio (5µM, 25µM e 50 µM) ou acrescido de metarsenito de sódio (1µM,

10µM e 20 µM). Em cada tubo de ensaio, foi adicionada uma semente de feijão-comum e 10

mL de meio de cultura com a respectiva dose de arsênio. Uma parte das sementes será tratada

com um consórcio bacteriano contendo os 5 isolados tolerantes ao arsênio, sendo eles 3ASB

4b, 60ASC 2, 90 ASC 1a, 90 asc 1b e 115 ASA 3, enquanto o outro grupo permaneceu sem

tratamento. Em seguida, os tubos contendo as sementes foram incubados em câmara de

crescimento, com fotoperíodo de 16h a 25 ºC por seis dias. O experimento foi feito em

triplicata e após obtenção dos resultados, os dados foram submetidos à análise estatística.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E DE PAREDE CELULAR

Os dez isolados foram submetidos à coloração de Gram, por meio da qual foi possível

caracterizar morfologicamente cada isolado bacteriano. As morfologias encontradas foram,

em sua grande maioria, bacilos, sendo possível observar um isolado com morfologia de cocos.

Dos dez isolados estudados, três foram classificados como bactérias Gram negativas, por

apresentarem uma coloração rosa. Já o restante, foram classificados como Gram positivos, por

apresentarem coloração roxa.

Quadro 3: Resultado da coloração de Gram e morfologia.

Isolado Coloração de Gram/ morfologia

3ASA11 Bacilos gram positivos

3 ASB 4a Bacilos gram positivos

3ASB 4b Bacilos gram negativo

7 CoB 4b Bacilos gram negativo

7ASA 5 Bacilos gram negativo

30 ASC 12 Bacilos gram positivos

60 ASC 2 Cocos gram negativo

90 ASC 1a Bacilos gram negativo

90 ASC 1b Bacilos gram negativo

115 ASA 3 Bacilos gram negativo

5.2 ENSAIO DE CRESCIMENTO EM DIFERENTES FAIXAS DE SALINIDADE

Após a inoculação dos isolados bacterianos em meio Luria-Bertania com diferentes

concentrações de NaCl e incubação por 48h a 28ºC, foi realizada, em espectrofotômetro a

medição da absorbância a 600 nm e posteriormente foi gerado um heatmap dos resultados.

Foi possível observar que o isolado bacterianos 4 (7 CoB 4b), em todas as concentrações não

apresentou um bom crescimento quando comparado aos demais, visto que seu valor de

absorbância se encontra negativo em algumas concentraçõe como de 8g/L, 10g/L e 12g/L. Por
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outro lado, ao analisar os isolados 3 (3 ASB 4b), 8 (90ASC 1a), 9(90 ASC 1b) e 10(115 ASA

3) verificou-se um crescimento positivo em todas as contrações testadas, com valores de

absorbância superiores aos demais isolados, como demonstrado no Quadro 4. O restante dos

isolados 1, 2, 5, 6 e 7 apresentaram crescimento relativamente constante em todas as

concentrações de NaCl avaliadas.

Quadro 4: Resultados após a medição da OD dos isolados bacterianos. As cores indicam diferentes

resultados sendo que, quanto mais vermelho maior o número de bactérias presentes e quanto menor a saturação

ou menos vermelho a cor se encontra menor o número de bactérias presentes. Isolado 1= 3ASA11; Isolado 2=

3ASB 4a; Isolado 3= 3ASB 4b; Isolado 4= 7CoB 4b; Isolado 5= 7ASA 5; Isolado 6= 30ASC 12; Isolad 7=

60ASC 2; Isolado 8-= 90ASC 1a; Isolado 9= 90 ASC 1b; Isolado 10= 115 ASA 3. Fonte: Python

5.3 ENSAIO DE POTENCIAL ANTAGONISTA

O ensaio de potencial antagonista tem como objetivo avaliar se os isolados bacterianos

independem ou interferem no crescimento dos demais, com isso, após a realização da

metodologia descrita no tópico anterior, não foi possível observar nenhum halo de inibição

em nenhuma das placas, ou seja 100% dos resultado foram negativos. Isso nos mostra que

dentro deste grupo, um isolado não inibe o crescimento do outro, permitindo trabalhar com

eles na forma de um consórcio. (Quadro 5 e Figura 14).
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Quadro 5: Resultado das placas do ensaio de potencial antagonista. Para resultado positivo (Sim), seria possível

observar a presença de um halo de inibição ao redor da colônia. Para resultado negativo (Não), nenhum halo é

observado. TB= Tapete bacteriológico, 1= 3ASA11; 2= 3ASB 4a; 3= 3ASB 4b; 4= 7CoB 4b; 5= 7ASA 5; 6=

30ASC 12; 7= 60ASC 2; 8-= 90ASC 1a; 9= 90 ASC 1b; 10= 115 ASA 3 Fonte: Autoral.

Isolado 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 TB Não Não Não Não Não Não Não Não Não

2 Não TB Não Não Não Não Não Não Não Não

3 Não Não TB Não Não Não Não Não Não Não

4 Não Não Não TB Não Não Não Não Não Não

5 Não Não Não Não TB Não Não Não Não Não

6 Não Não Não Não Não TB Não Não Não Não

7 Não Não Não Não Não Não TB Não Não Não

8 Não Não Não Não Não Não Não TB Não Não

9 Não Não Não Não Não Não Não Não TB Não

10 Não Não Não Não Não Não Não Não Não TB

Figura 14: Análise do crescimento do isolado 7ASA5 no tapete bacteriano (Controle) em 48 horas,

tendo resultado negativo, ou seja, ausência do halo de inibição. Fonte: autoral
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5.4 PRODUÇÃO DE ENZIMAS HIDROLÍTICAS

5.4.1 Amilase

Os dez isolados do presente trabalho foram inoculados em meio diferencial para a

produção de amilase. Após o período de incubação de 48 horas, cinco isolados conseguiram

degradar o amido presente no meio, como relatado o Quadro 6, ou seja houve a produção da

enzima amilase. Além disso, foi calculado o índice enzimático dos isolados, razão do halo de

degradação e crescimento da colônia dos isolados que produziram a amilase, sendo o isolado

3ASA11 o que obteve o melhor resultado, 2,12 mm.

Quadro 6: Resultado da produção da enzima hidrolítica amilase

Isolado Produção de amilase

3ASA11 Positivo

3 ASB 4a Positivo

3ASB 4b Negativo

7 CoB 4b Negativo

7ASA 5 Positivo

30 ASC 12 Positivo

60 ASC 2 Negativo

90 ASC 1a Negativo

90 ASC 1b Negativo

115 ASA 3 Positivo
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Figura 15: Gráfico da produção da enzima hidrolítica amilase. 1= 3ASA11; 2= 3ASB 4a; 3= 3ASB 4b; 4= 7CoB

4b; 5= 7ASA 5; 6= 30ASC 12; 7= 60ASC 2; 8-= 90ASC 1a; 9= 90 ASC 1b; 10= 115 ASA 3

Figura 16: Placas petri com meio diferencial para produção de amilase após 48 h de incubação. 1.Resultado

positivo: Presença de um halo de degradação ao redor da colônia, isolado 3ASA11; Resultado negativo: ausência

do halo de degradação, isolado 90ASC1b. Fonte: Autoral.

5.4.2 Celulase

Os dez isolados do presente trabalho foram inoculados no meio diferencial para a

produção de celulase. Após o período de incubação de 48 horas, nenhum dos isolados

conseguiram degradar a celulose presente no meio, ou seja, não houve a produção da enzima

celulase.
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5.4.3 Pectinase

Os dez isolados do presente trabalho foram inoculados no meio diferencial para a

produção de pectinase. Após o período de incubação de 48 horas, nenhum dos isolados

conseguiu degradar a pectina presente no meio, ou seja, não houve a produção da enzima

pectinase.

5.4.4 Protease

Os dez isolados do presente trabalho foram inoculados no meio diferencial para a

produção de protease. Após o período de incubação de 48 horas, nenhum dos isolados

conseguiu degradar os substratos proteicos presentes no meio, ou seja, não houve a produção

da enzima protease.

5.5 PRODUÇÃO DE ÁCIDO CIANÍDRICO

Após inoculação dos isolados do presente trabalho e incubação dos mesmos por 48h a

28ºC, em meio diferencial para a produção de ácido cianídrico, não foi possível observar

resultado positivo para nenhum dos isolados bacterianos, visto que, não ocorreu a mudança

de cor do papel filtro, de amarelo para marrom, alteração que indicaria resultado positivo. Os

resultados deste ensaio podem ser visualizados na Figura 17.

Figura 17: Comparação entre o controle (1) e o isolado 30ASC 12 (2), tendo um resultado negativo para a

produção de ácido cianídrico, devido a não transformação da coloração do papel filtro de amarelo para marrom.
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5.6 FIXAÇÃO DE NITROGÊNIO

Após inoculação dos isolados do presente trabalho e incubação dos mesmos por 48h a

28ºC, em meio diferencial para a fixação de nitrogênio, não foi possível observar capacidade

de fixação de nitrogênio pelos isolados bacterianos, visto que, não ocorreua mudança de cor

do meio de cultura de amarelo para azul esverdeado, alteração que indicaria um resultado

positivo. Os resultados deste ensaio podem ser visualizados na Figura 18.

Figura 18: Eppendorfs com meio diferencial para fixação de Nitrogênio após 48 h de incubação.

1.Resultado positivo: mudança de cor do meio para azul esverdeado; Resultado negativo: Sem alteração da cor

do meio. 1= 3ASA11; 2= 3ASB 4a; 3= 3ASB 4b; 4= 7CoB 4b; 5= 7ASA 5; 6= 30ASC 12; 7= 60ASC 2; 8-

=90ASC 1a; 9= 90 ASC 1b; 10= 115 ASA 3 Fonte: Autoral .

5.7 PRODUÇÃO DE HORMÔNIOS VEGETAIS

A reta padrão para a comparação da absorbância colorimétrica da quantidade de AIA

produzido pelos isolados bacterianos foi construída com oito concentrações de AIA comercial

(1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75, 100 µg mL-1, e gerou a equação y= 0,1363x - 0,1836, com R2=

0,9881 em que “y” representa a quantidade de auxina secretada na cultura líquida. O ensaio

colorimétrico com a utilização da solução de Salkowski permite identificar e quantificar os

isolados capazes de produzir auxinas através da coloração vermelha. Porém, não foi possível

identificar a mudança de cor em nenhum dos isolados, indicando resultado negativo para

todos os isolados do estudo.
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5.8 CONCENTRAÇÕES INIBITÓRIAS MÍNIMAS DE ARSÊNIO NAS TAXAS DE

GERMINAÇÃO EM MEIO DE CULTURA VEGETAL

Os testes de concentrações inibitórias mínimas e máxima têm como objetivo avaliar a

partir de qual concentração de As5+ e As3+ ocorre a inibição da germinação de Phaseolus

vulgaris. Após a retirada das sementes no meio de cultura foi realizada a aferição do

comprimento total, dos folíolos e da radícula.

Figura 19: Resultados do teste de concentrações inibitórias mínimas e máximas de Hidrogenarsenato de

sódio.

.

Figura 20: Resultados do teste de concentrações inibitórias mínimas e máximas de Metarsenito de sódio.

Em As5+ , emrelação ao comprimento total as doses que apresentaram significância

estatística foram, 10µM, 20µM, 30µM, 40µM, 50µM, e 60 µM. Em relação aos resultados

das radículas, doses de 10µM, 20µM, 25µM, 30µM, 40µM, 50µM e 60µM obtiveram p-valor

<0,05; e nos folíolos as doses de5µM, 10µM, 20µM, 30µM, 40µM, 50µM e 60µM. A doses

que apresentaram inibição do crescimento das sementes foram, em sua maioria, descartadas,

somente a dose de 50µM será mantida devido ao seu p-valor 0,0002. As concentrações em
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que as sementes apresentaram inibição parcial de crescimento, ou seja, obtiveram

desenvolvimento levemente afetada como a concentração de 25µM, foram utilizadas nos

experimentos seguintes. Além disso, a dose que de 5µM foi utilizada por apresentar

significância estatística, além de apresentar um crescimento normal.

Em As3+ , em relação às doses testadas, aquelas que obtiveram um p-valor < 0,05

foram consideradas significativas. No tamanho total, as doses significativas foram,

1µM ,9µM, 10µM, 15µM, 20µM e 25µM, sendo a dose de 1µM menor p-valor (0,0002). Nas

radículas, apenas a dose de 25µM apresentou significância estatística; e, nos folíolos as doses

de 5µM, 9µM, 20µM e 25µM. Novamente, as doses que apresentaram inibição do

crescimento das sementes foram em sua maioria, descartadas, somente a dose de 20µM foi

mantida. As concentrações em que as sementes apresentaram inibição parcial de crescimento,

como de 25µM, foram utilizadas nos experimentos seguintes. Além disso, a dose que de 1µM

foi utilizada por apresentar significância estatística além de apresentar um crescimento normal

(Figura 21).
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Figura 21: Desenvolvimento das sementes de Phaseolus vulgaris inoculadas em meio de cultura com

diversas concentrações de Hidroarsenato de sódio; A: Desenvolvimento total, B: Desenvolvimento dos folíolos,

C: Desenvolvimento das radículas; p-valor <(*)0,01;(**) 0,001; (***)0,0001; (****)0,00001
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Figura 22: Desenvolvimento das sementes de Phaseolus vulgaris inoculadas em meio de cultura com diversas s

das concentrações de Metarsenito de sódio; A: Desenvolvimento total, B: Desenvolvimento dos folíolos, C:

Desenvolvimento das radículas; p-valor (*)<0,01;(**) 0,001; (***)0,0001; (****)0,00001
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5.9 TAXA DE GERMINAÇÃO DAS SEMENTES COM E SEM ARSÊNIO E NA

PRESENÇA E AUSÊNCIA DOS ISOLADOS BACTERIANOS EM MEIO DE CULTURA

VEGETAL

Os testes de germinação com a presença e ausência de arsênio e do consórcio

bacteriano nas sementes de feijão-comum tem como objetivo avaliar se as cepas bacterianas

influenciaram no crescimento vegetal na presença de As5+ e As3+. Após a retirada das

sementes no meio de cultura foi realizada a aferição do tamanho total, folíolos e radícula. A

seleção dos isolados para a realização do consórcio foi baseada na alta resistência às formas

químicas de arsênio, sendo os isolados 60ASC 2 e o 115 ASA 3 os mais tolerantes, podendo

resistir a doses de até 1000mM e os demais isolados resistindo a doses de até 300 mM de As5+

e 10mM As3+. Nos ensaios com As5+, sem a presença dos isolados bacterianos, a

concentração de 5µM promoveu maior crescimento em comparação às demais concentrações.

Entretanto, esse crescimento ainda foi inferior em relação ao controle. Com As3+, observou-se

comportamento semelhante, em que apenas a menor dose (1µM) resultou em maior

desenvolvimento em relação às demais concentrações.

Por outro lado, ao analisar os resultados na presença do consórcio bacteriano,

verificou-se que nenhuma das concentrações de As3+ apresentou germinação, incluindo o

controle. Já na concentração de 5 µM deAs5+ o desenvolvimento das sementes apresenta um

crescimento superior ao controle. Porém, ao realizar no Graphprism a ANOVA one-way que

compara os dados com a presença e ausência consórcio bacteriano, com as devidas doses de

As3+ e As5+ não foi possível obter significância estatística.
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Figura 23: Desenvolvimento das sementes de Phaseolus vulgaris inoculadas em meio de cultura com

diversas concentrações de Hidroarsenato de sódio; A: Desenvolvimento total, B: Desenvolvimento dos folíolos,

C: Desenvolvimento das radículas
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6. DISCUSSÃO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de bactérias resistentes ao

arsênio na promoção do crescimento vegetal em sementes de feijão-comum. Para isso, foram

utilizados isolados bacterianos obtidos por Rocha (2021), dos quais três apresentaram

coloração Gram-positiva e o restante, Gram-negativa. De acordo com o estudo mencionado,

os isolados apresentaram características com potencial para estimular o crescimento vegetal

em ambientes contaminados por arsênio, criando a possibilidade de se obter uma ferramenta

biotecnológica para regiões propensas à contaminação por esse semimetal. Logo, torna-se de

suma importância aprofundar as pesquisas com o objetivo de resolver essa questão.

A salinidade dos solos afeta muitas vezes a produção da agricultura, através de vários

fatores de estresse ambiental, além de diminuir a produtividade e interferir diretamente na

saúde e qualidade das plantas (Kumar e Verma, 2018). As PGPBs são capazes de atenuar os

efeitos negativos do estresse nas plantas, influenciando no crescimento vegetal, através da

regulação de processos fisiológicos e moleculares (Poria, V et al., 2021). Diante disso, ao

avaliar o crescimento dos isolados bacterianos resistentes ao Arsênio, em diferentes níveis de

salinidade, fez com que uma faixa ideal de desempenho fosse identificada, além de observar a

capacidade de sobrevivência em localidades que possuem uma elevada faixa de salinidade,

que pode afetar negativamente o crescimento de plantas (Numan et al., 2018). Um estudo

relevante nesse contexto é o de Sánchez et al. (2023), que investigou a ação de bactérias

halotolerantes em relação ao estresse salino em Tomates. Dentre as cepas testadas,

Peribacillus castrilensis N3 se destacou por promover melhorias significativas no

desenvolvimento do tomateiro, especialmente quando combinada ao exopolissacarídeo, que

favoreceu o acúmulo de osmoprotetores (como prolina, GABA e putrescina) e a expressão de

genes relacionados à homeostase iônica, resultando em maior biomassa e crescimento vegetal.

Esses achados reforçam o papel de PGPBs adaptadas a ambientes extremos como agentes

promotores do crescimento vegetal, mesmo sob estresses abióticos. Ademais, no presente

trabalho, os isolados 3 ASB 4b, 90 ASC 1a, 90 ASC 1b, 115ASA3 obtiveram um resultado

satisfatório em todas as concentrações (Quadro 5), indicando a capacidade de sobreviver e

crescer em condições diversas, isto faz com que ganhem destaque para uma promoção de

crescimento vegetal em locais com diferentes faixas de salinidade.

Ao realizar o ensaio de potencial antagonista, cujos resultados estão apresentados no

quadro 4, observou-se a ausência de halo de inibição nas interações entre os isolados

bacterianos e o tapete bacteriológico. Esse resultado demonstra a possibilidade do uso desses
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isolados em consórcio, uma vez que, não há inibição de crescimento entre eles. Resultados

preliminares divulgados por Rocha (2021) demonstram a resistência desses microrganismos a

diferentes formas químicas de arsênio e diferentes concentrações, tais resultados reforçam a

existência de diferentes mecanismos de resistência das cepas bacterianas. Dessa forma, ao

utilizar um consórcio bacteriano com tais cepas, o potencial de sucesso em futuras aplicações

de biorremediação aumenta, especialmente em ambientes com diferentes concentrações e

formas químicas de arsênio.

Com base nisso, foram realizados ensaios para avaliar se os isolados resistentes ao

semimetal também teriam potencial para promover o crescimento vegetal. A pesquisa

desenvolvida por Sritongon et al. (2023) investigou as propriedades de bactérias promotoras

de crescimento vegetal, com ênfase na atividade enzimática, principalmente na produção de

enzimas hidrolíticas. Tal estudo apresentou e identificou características comuns entre as

PGPB e suas enzimas, a partir de isolados obtidos da rizosfera da Alcachofra de Jerusalém.

Os microrganismos testados apresentaram produção diversificada de hidrolases, como

celulase, protease, fosfatase e urease. Entre tais microrganismos, destaca-se o Bacillus subtilis

S42, cuja atividade enzimática, afetou diretamente nos parâmetros de desenvolvimento

vegetal, assim como na altura da planta, biomassa e crescimento radicular, além de produzir

sideróforos, amônia e ácido indolacético (AIA), conforme também relatado por El-Deeb et al.

(2019), Liu et al. (2016) e Passari et al. (2016).

No presente trabalho, não foi possível observar a produção das enzimas hidrolíticas,

celulase, pectinase e protease, porém ao analisar os resultados de amilase, cinco isolados

bacterianos obtiveram resultado positivo, sendo eles 3 ASA 11, 3ASB 4a, 7ASA 5, 30 ASC

12, 115 ASA 3 (Quadro 6), indicando a quebra do amido presente no meio de cultura, em

açúcares simples, proporcionando uma fonte de carbono, energia e disponibilizando esses

nutrientes ao ambiente (Gupta et al, 2012). Quando comparamos às enzimas hidrolíticas, a

produção de HCN está entre os metabólitos voláteis produzidos por algumas PGPBs que

podem causar inibição de fitopatógenos, como o caso já descrito em Lanteigne (2011) em que

Pseudomonas sp. LBUM300 mostrou potencial de controlar lesões induzidas por Clavibacter

michiganenis em plantas de tomate. Em contrapartida, no presente trabalho, nenhum dos

isolados foram capazes de produzir HCN, contudo, a ausência de produção de HCN não

exclui o potencial da bactéria como promotora de crescimento vegetal, já que muitas cepas

bacterianas atuam por meio de outros mecanismos, como a produção de AIA, sideróforos,

solubilização de fosfato e fixação de nitrogênio (Glick, 2012; Lugtenberg; Kamilova, 2009).
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O nitrogênio é um dos elementos químicos essenciais para o desenvolvimento vegetal,

sendo fundamental para o crescimento das plantas além da produção de frutos e sementes

(Mahmud et al., 2020). O nitrogênio atmosférico não pode ser absorvido diretamente pelas

plantas, porém, algumas bactérias fixadoras, como Klebsiella, Rhodospirillum, Rhizobium,

Clostridium, Azospirillum spp., Azoarcus spp. e Enterobacter, são frequentemente utilizadas

como biofertilizantes (Nosheen, Ajmal & Song, 2021), atuando tanto em associações

simbióticas com as raízes quanto de forma não simbiótica, auxiliando na absorção de

nutrientes (Batista et al., 2018). Galindo et al. (2024) demonstraram que consórcios

microbianos envolvendo Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis, combinados com

diferentes concentrações de nitrogênio, promovem melhorias significativas no crescimento

das raízes e da parte aérea, além de aumentar a absorção de CO₂, e a taxa de transpiração.

Gasparetto et al. (2023) também observaram que a inoculação desses consórcios nas sementes

elevou o rendimento de grãos e o acúmulo de nitrogênio no trigo. Porém, ao se analisar os

resultados (figura 20), não foi possível observar a fixação de nitrogênio nos isolados do

presente trabalho, visto que a mudança cor do meio de cultura não ocorreu.

As atividades fisiológicas de uma planta são reguladas por um ou mais hormônios

vegetais, como a auxina, citocinina, giberelina, ácido abscísico, etileno, ácido salicílico, e

ácido jasmônico. O ácido indol-3-acético (AIA) é a auxina mais encontrada nas plantas, e

possui características como a regulação do crescimento vegetal, sendo importantes na

regulação fisiológica bacteriana, além da adaptação a condições de estresse e na comunicação

microrganismo-microrganismo (Teale et al. 2006 ). Resultados divulgados por Imperlini et al.

(2009) revelam que, Sinorhizobium meliloti RD64, uma cepa mutante super produtora de AIA

apresentou maior viabilidade celular sob condições de estresse, como alta acidez, choque

osmótico, radiação UV e variação térmica, em comparação à cepa selvagem. Tais autores

observaram que essa cepa foi capaz de produzir, também, níveis mais elevados de

lipopolissacarídeo, polissacarídeo extracelular e biofilme, favorecendo a adesão às superfícies

das plantas e proteção contra dessecação, compostos antibacterianos e baixas temperaturas.

Em contrapartida, os resultados para a produção de AIA, não obtiveram um resultado

positivo. Porém, trabalhos como o de Rothballer et al. (2005), sugerem que a biossíntese de

AIA é estimulada quando a bactéria está em contato com uma planta hospedeira, como citado

no artigo, a atividade do promotor ipdC aumentou quando Azospirillum brasilense Sp7 foi

associada a raízes de trigo. Outros autores como Brandl e Lindow (1997) e Brandl et al. (2001)

revelaram que a expressão de ipdC aumentou 32 vezes quando houve contato em folhas de
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feijão e tabaco, e 1000 vezes em flores de pera em comparação com a indução em meio de

cultura.

Ao realizar o ensaio com as doses inibitórias mínimas e máximas com as sementes de

feijão comum, foi possível observar que o arsênio, independentemente de sua forma química,

exerce efeitos tóxicos no crescimento das plantas. À medida que as concentrações de As5+ e

As3+ aumentaram, observa-se uma redução no tamanho das sementes germinadas. Além disso,

o arsenito promoveu uma maior inibição, até em doses mais baixas, como as doses de 3µM,

quando comparado ao arsenato que apresentaram uma maior inibição a partir de 10µM.

Gusman et al. (2013) avaliaram os efeitos tóxicos de As5+ e As3+ em plantas de alface

(Lactuca sativa), e observaram uma redução no crescimento, na taxa de assimilação de CO₂ e

nos parâmetros de fluorescência da clorofila. Mesmo que os autores não tenham identificado

danos estruturais ao aparato fotossintético, houve um maior comprometimento funcional,

especialmente sob exposição do As³⁺ .

A toxicidade das espécies químicas de arsênio trabalhadas apresentam características

bioquímicas diferentes, tendo o arsenito mais móvel nos tecidos vegetais, em relação ao

arsenato, sendo facilmente absorvido pelas raízes por meio de canais de aquaporinas, e uma

vez internalizado esta espécie química se liga fortemente a grupos sulfidrila de proteínas,

inibindo enzimas-chave e interferindo em processos fisiológicos fundamentais, como a

fotossíntese e a respiração celular (Tripathi et al., 2007; Gusman et al., 2013). As doses

escolhidas para dar continuidade ao trabalho foram de 5µM, 25µM e 50 µM para As5+ e de

1µM, 10µM e 20 µM para As3+ doses estas que nos permitiu identificar diferentes condições

de crescimento sendo elas levemente afetadas, intermediárias e inibitórias.

Considerando esses efeitos inibitórios, o próximo ensaio buscou avaliar se o

consórcio bacteriano, previamente selecionado por sua resistência ao arsênio, seria capaz de

diminuir os impactos, além de favorecer o crescimento das plantas expostas a concentrações

de As3+. Os resultados deste trabalho mostram que, na presença do consórcio bacteriano,

nenhuma concentração de As3+ germinou, incluindo o controle, enquanto a concentração de 5

µM de As5+ se desenvolveu melhor em relação ao controle, porém não se obteve resultados

com significância estatística, isto revela que a associação planta- microrganismo pode atenuar

parcialmente os efeitos tóxicos do As5+, porém em As3+, por ser mais tóxico não foi possível

observar nenhuma diferença. Mukherjee et al. (2018) demonstraram que um consórcio

bacteriano endofítico aplicado a Solanum nigrum melhorou o crescimento da planta exposta

ao arsênio por meio de múltiplos mecanismos, incluindo a melhoria da nutrição, o aumento da
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eficiência fotossintética e a regulação do estresse oxidativo. Esses achados reforçam a

necessidade de se realizar novas réplicas para que os resultados sejam ainda mais confiáveis,

ajudando a reforçar a importância da utilização de consórcios bacterianos na promoção de

crescimento vegetal em condições adversas.

7. CONCLUSÃO

Os resultados do ensaio de potencial antagonista demonstraram que todos os isolados

bacterianos podem ser utilizados em consórcio, o que possibilita uma maior taxa de sucesso

de detoxificação em ambientes com diferentes níveis de contaminação por arsenito ou

arsenato. Além disso, os isolados 3 ASB 4b, 90 ASC 1a, 90 ASC 1b, 115ASA3 foram

capazes de sobreviver em uma grande faixa de salinidade e os isolados 3 ASA 11, 3ASB 4a,

7ASA 5, 30 ASC 12, 115 ASA 3 foram capazes de produzir amilase.

Apesar de terem sidos observados resultados negativos para as demais enzimas

hidrolíticas, para a HCN, para a fixação de nitrogênio e para a produção de hormônios

vegetais, não se deve descartar o potencial desses microrganismos de serem bons promotores

de crescimento vegetal em substrato contaminado com arsênio. Isso porque, ao serem

utilizados junto às sementes de P. vulgaris apresentaram uma melhora visual nas taxas de

germinação e desenvolvimento da plântula, mesmo que não tenha obtido uma significância

estatística.

Dessa forma, os achados do presente trabalho reforçam que, mesmo diante de

limitações em algumas características associadas à promoção de crescimento vegetal, a

resistência a diferentes espécies químicas de arsênio, a tolerância à salinidade e a capacidade

de detoxificar esse semimetal demonstradas pelos isolados ainda possuem grande relevância.

Com isso, a utilização dessas bactérias em processos futuros de biorremediação mostra-se

promissora para mitigar os impactos de ambientes contaminados com arsênio, ampliando o

potencial de aplicação dos isolados bacterianos em uma agricultura sustentável.
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