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RESUMO

O Arsénio (As) ¢ um elemento quimico classificado como um semimetal, ¢ encontrado em
diferentes estados de oxidagdo e podendo formar compostos organicos ou inorganicos. Tal
elemento pode ser encontrado em grandes concentragdes em rochas em algumas regides do
mundo e pode ser liberado para o solo e para a 4gua através do intemperismo natural ou de
acodes antropicas. Os humanos podem se intoxicar, especialmente ao consumir agua e
alimentos contaminados, por este semimetal. O contato cronico ou o consumo de arsénio
pode levar ao surgimento de lesdes dérmicas, disturbios gastricos e até¢ desenvolvimento de
cancer. O arsénio afeta também as plantas e, de modo geral, o semimetal pode comprometer
o desenvolvimento das raizes, prejudicando a absorcao de nutrientes essenciais, como ferro
(Fe), fosforo (P) e nitrogénio (N), além da dgua. Consequentemente, a taxa fotossintética e o
crescimento das partes aéreas sdo prejudicados. As bactérias conhecidas como bactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPB) podem se associar a vegetais ajudando na
promogdo de crescimento vegetal, detoxificando o semimetal do ambiente ou da planta
contaminada. Tais bactérias contam com inumeros mecanismos de tolerancia e resisténcia
para lidar com os efeitos toxicos do arsénio em seu proprio metabolismo. O objetivo deste
trabalho ¢ avaliar o potencial de promoc¢ao de crescimento vegetal na presenca de arsénio de
10 isolados bacterianos altamente tolerantes ao arsénio em sementes de Phaseolus vulgaris
com potencial de se tornarem agentes de remediacdo de solos contaminados, além de
possivelmente atuarem como promotoras de crescimento vegetal possibilitando o cultivo
sustentavel e seguro de alimentos em solos contaminados. Metodologia: Foram avaliados 10
isolados bacterianos com caracteristicas distintas com alta tolerancia a diferentes espécies
quimicas de arsénio. Estes foram submetidos a ensaios coloragdo de Gram, de potencial
antagonista, producdo de enzimas hidroliticas, de crescimento em diferentes faixas de
salinidade, produc¢dao de HCN e fixa¢do de nitrogénio, produ¢do de hormdnios vegetais (AIA)
e ensaios com as sementes de P. vulgaris com doses estabelecidas de Hidrogenoarsenato de
sodio e Metarsernito de sddio com e sem o consércio bacteriano. Resultados: Os isolados
do estudo ndo apresentaram halo de inibicdo no ensaio de potencial antagonista
possibilitando o uso de um consorcio bacteriano em experimentos futuros, 5 isolados
bacterianos obtiveram um resultado positivo para a producao de amilase ¢ obtiveram um
bom crescimento em todos os niveis de salinidade. Apesar de ndo conseguirem produzir
AIA, nitrogénio, HCN, algumas enzimas hidroliticas e ndo apresentarem resultados
significativos nas sementes, os isolados ainda podem ser bons PGPB em solos contaminados
com arsénio devido a sua alta tolerancia a espécies quimicas deste semimetal.

Palavras-chave: Arsénio, Promocdo de Crescimento Vegetal, PGPB Biorremediagdo,
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. INTRODUCAO

O Arsénio (As) ¢ um elemento quimico pertencente ao grupo 15 da tabela periodica e
de ntimero atomico 33. Por possuir propriedades metalicas ¢ ndo metalicas, o arsénio ¢
classificado como semimetal (Nurchi Vm et al., 2020). Tal elemento ¢ encontrado em
diversos locais, como em aguas e solos. No meio ambiente pode estar associado a centenas de
minerais, sendo a arsenopirita (FeAsS) o mineral de arsénio mais comum (Borba &
Figueiredo, 2004). Este semimetal pode ser liberado no ambiente através de processos
naturais como a volatilizagdo, atividade vulcanica e intemperismo natural, bem como de
forma antropica em processos de mineragdo e outras atividades exploratorias (Nurchi Vm et

al., 2020).

Este semimetal pode ser encontrado em varios estados de oxidagdo formando
compostos organicos como o dcido monometilarsénico (MMA), acido dimetilarsinico (DMA),
arsenobetaina (AsB) e arsenocolina (AsC), ou compostos inorganicos formadas por ions
arsenato (As’") e arsenito (As®") (Nurchi Vm et al., 2020). Além disso, a toxicidade das
diversas espécies e compostos de arsénio, segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (US EPA), decresce na seguinte ordem: As*" inorginico, As>* inorganico,
As*" organico, As>* orgdnico, sendo que em termos de intensidade, o As*" inorganico é

considerados 60 vezes mais toxico que o As>"inorganico (Mabuchi et al., 1979).

Os efeitos toxicos do Arsénio em seres humanos podem variar de acordo com o tempo
de exposi¢do e a dose exposta, sendo que na exposi¢do aguda, sintomas como diarreia intensa
e vOomitos podem surgir (Mazumder et al., 1990). J4 em relacdo a exposi¢do cronica, ou seja,
com um periodo maior de contato com menores concentragdes, os sintomas podem variar de
acordo com o estado nutricional e de saude dos individuos afetados, sendo possivel observar

canceres de pele, canceres de pulmao e doencas cardiovasculares (Chiou et al., 1995).

O arsénio pode induzir modificagdes que perturbam a homeostase celular, como por
exemplo a inibi¢do de cerca de 200 enzimas, sendo algumas essenciais para o metabolismo
energético e producdo de ATP (Shen et al., 2013). No geral, o arsénio na forma de arsénio
pentavalente (As>"), consegue entrar nas células por canais de fosfato, afetando o transporte
(Shen et al., 2013;Teixeira & Ciminelli 2005; Cutter & Cutter, 2006) ¢ pode substituir o
grupo fosfato em varias biomoléculas, prejudicando especialmente a glicolise. J& o arsénio
trivalente (As**) pode inibir enzimas-chave na produgdo de ATP, como o complexo piruvato
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desidrogenase (PDH) e o complexo a-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 conversiao de piruvato em acetil-

CoA.

Além disso, o arsé€nio induz a formagdo de espécies reativas (ERs) de oxigénio e
nitrogénio, gerando danos em biomoléculas, incluindo o DNA (Tam et al., 2020b). Ele pode
inibir proteinas de reparo de DNA, levando ao acimulo 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 (Schaumloffel; Gebel,

1998).

Em plantas, de modo geral, o arsénio pode comprometer o desenvolvimento das raizes,
prejudicando a absor¢do de nutrientes essenciais, como ferro (Fe), fosforo (P) e nitrogénio (N),
além da 4dgua (Imran Khan.,et al, 2021). Consequentemente, a taxa fotossintética e o
crescimento das partes aéreas sdo afetadas negativamente. A absor¢do de As nas plantas
depende da espécie vegetal e de sua afinidade com o elemento (Preetha, J. S. Y. et al. 2023).
As formas inorganicas de arsenito e arsenato, que entram nas células vegetais, perturbam o
metabolismo vegetal e podem induzir a formagdo de espécies reativas (ERs), como o anion
radical superdxido (*O2 ), radicais hidroxila (*OH) e perdxido de hidrogénio (H202) (Nurchi
VM et al., 2020).

O Arsénio também pode afetar o crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos
devido aos mesmos mecanismos de toxicidade descritos anteriormente. Entretanto, certos
microrganismos, como algumas bactérias, possuem mecanismos de resisténcia que permitem
sua sobrevivéncia em ambientes contaminados por arsénio, sem prejudicar seu metabolismo

(Liao et al., 2011) . Algumas delas possuem a capacidade de biotransformar espécies
quimicas mais toxicas em espécies quimicas menos toxicas, através de reagdes de oxidagao,
reducdo e/ou metilacdo (Debiec-Andrzejewska et al., 2020). Além disso, algumas bactérias
conseguem fazer com que o arsénio se torne menos disponivel no ambiente através de
processos de bioacumulagdo, adsor¢do, biomineralizagdo ou até volatilizacdo (Ayangbenro &

Babalola, 2017).

Existem bactérias que ao se associarem as plantas conseguem beneficiar o
desenvolvimentovegetal. Tais bactérias sdo conhecidas como bactérias promotoras de
crescimento vegetal (PGPB - do inglés 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 estdo relacionados ao aumento da
disponibilidade de nutrientes e a produ¢do de hormonios vegetais (Patten & Glick, 1996). O
aumento da disponibilidade de nutrientes no solo pode ocorrer através de varios processos,
como fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo de nutrientes minerais e mineralizacdo de
compostos organicos (Fiodor, Angelika et al .2023). Por outro lado, os mecanismos indiretos
do PGPB incluem a inibi¢do de varios patogenos, através da producao de varios metabolitos,
como compostos organicos volateis (VOCs), enzimas hidroliticas, cianeto de hidrogénio
(HCN) e acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminase (ACC desaminase) (Fiodor,
Angelika et al,. 2023).

Nas ultimas décadas houve um aumento de estudos referentes ao cultivo e ingestao de
alimentos contaminados por arsénio e suas consequéncias a satde. (Yan, A., Wang, Y., Tan,
S. et al 2020; Md. Shiblur Rahaman et al., 2021; Lim et al., 2015) Esse cenario de
contaminagdo resulta ndo apenas no prejuizo ao desenvolvimento das plantas presentes em
diversas areas, mas também na possibilidade de bioacumulagdo desse semimetal, intoxicando
individuos que consomem os alimentos contaminados (Sayan Bhattacharya, Prabhakar
Sharma, et al 2021).

Atualmente, ndo existe um tratamento especifico para a remediagdo de solos
contaminados por Arsénio. Portanto, a busca por cepas bacterianas capazes de detoxificar o

elemento e promover o crescimento das plantas ¢ de extrema importancia.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 0 ARSENIO
O arsénio possui seu nome derivado do termo latino “arsenium” , com seu simbolo
indicado como “As”, sendo classificado como semimetal (Souza, 2018). Tal elemento pode

ser encontrado em sua forma inorganica, quando associado a outros elementos como oxigénio,
cloro e enxofre (Anderson C. D. et al 1991 ). Por outro lado, o arsénio em sua forma orgéanico
¢ combinado com carbono e hidrogénio, podendo estar presente em alimentos, como peixe e
mariscos, entretanto, apresenta menor toxicidade do que os compostos inorganicos de arsénio

(ATSDR, 2007; TARC, 2012). As formas organicas do arsénio sdo geralmente menos

prejudiciais do que as inorganicas (Anderson C. D. et al 1991 ).
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Este semimetal ¢ amplamente distribuido no planeta, ¢ considerado o 47° elemento
mais abundante na crosta terrestre (0,0006% e concentragdo média de 2,5 pg-kg ') com
elevada capacidade de se associar a outros elementos (Rosa, 2011; Santos, 2016; Souza,
2018). A liberacdo deste elemento ocorre naturalmente por meio da dissipagao,
principalmente no ar, na agua e no solo, devido a atividade vulcénica e a lixiviagdo de arsénio
do solo para as dguas subterraneas, processo proveniente da erosdo e do intemperismo natural
(Rahaman MS. et al., 2021). J4 na forma antropica ¢ possivel citar os processos de mineragao,
metalurgia, fundicdo e petroleo (Wang et al., 2011, Song et al., 2006, Kalderis et al., 2008;
Souza et al., 2022).

O arsénio possui diversos estados naturais de oxidagao (37, 0, 3" ¢ 5%), podendo formar
compostos organicos como o dcido monometilarsénico (MMA), acido dimetilarsinico (DMA),
arsenobetaina (AsB) e arsenocolina (AsC), e compostos inorganicos como o arsenato (As*),
arsenito (As™ ), arsina (As3 ), além do arsénio elementar (Nurchi Vm et al., 2020). Sua
ocorréncia dependera de alguns fatores, como pH, e o potencial redox (Eh) (Masscheleyn,
Delaune & Patrick 1991).

Em ambientes aquaticos, o arsenato se faz mais presente em regides aerobicas do que
em ambientes anaerdbicos. Isto ocorre porque uma vez em contato com 0 o0xigénio
atmosférico o arsenito, forma trivalente, ¢ oxidado a arsenato (Abedin; Feldmann; Meharg,
2002; Xia et al., 2017). Além disso, a toxicidade das diversas espécies e compostos de
arsénio, segundo a Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (US EPA), decresce
na seguinte ordem apresentada: As’" inorginico, As> inorganico, As®" orginico, As>*
organico, sendo que em termos de intensidade, o As®" inorganico ¢ considerados 60 vezes
mais toxico que o As ' inorganico (Mabuchi et al., 1979), e sua toxicidade é mediada de

acordo com seu estado de oxidacao.

2.2 EXPOSICAO AO ARSENIO E SEUS EFEITOS NO METABOLISMO

Segundo a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), a principal forma de exposi¢dao
humana ao arsénio ocorre por meio da ingestdo de alimentos e dgua contaminados. Além
disso, compostos de arsénio (As) e de arsénio inorganico (iAs) sdo classificados como
carcindgenos do Grupo 1, conforme a Lista Nacional de Agentes Cancerigenos para Humanos
(LINACH, 2013). Esses compostos também ocupam a primeira posicao entre as substincias
de ocorréncia natural com risco significativo a sauide humana, segundo a lista de substancias

prioritarias da ATSDR, dos Estados Unidos (ATSDR, 2005).
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Com a possibilidade iminente de intoxicagdo por ingestdo de dguas contaminadas por
Arsénio, desde 2001, a OMS e a US EPA consideram a concentracdo maxima de As em aguas
potaveis ou destinadas ao consumo até cerca de 10ug/L e em solos para plantio 40 mg/kg
(OMS,2012; WHO,2001). No entanto, algumas regides do planeta normalmente apresentam
aguas com concentragdes muito acima da mencionada anteriormente. Medicdes realizadas em
aguas subterraneas nas regioes de Ouro Preto ¢ Mariana demonstraram uma concentragdo de
arsénio total chegando a 2980ug/L (Borba; Figueiredo; Cavalcanti, 2004).

Paracatu ¢ 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 mineragdo de ouro
que se iniciaram em 1976-1977, e estima-se que as operagdes de mineragdo processem cerca
de 55 milhdes de toneladas por ano ,entre 2014 a 2018 (Mdller JC et al., 2001). Os depdsitos
de minério de ouro apresentam baixo teor de Au, podendo variar de 0,4 a 0,6 g Au t ..
Entretanto, apresentaram niveis muito altos de arsénio, acima de 4.000 ppm, e a intensidade
de extracdo neste local contribui para a liberacio de As no meio ambiente, colocando a
populacao em risco potencial de exposi¢do (Lima Ca et al., 2014).

O estudo interdisciplinar “Avaliagdo da Contaminacdo Ambiental por Arsénio e
Estudo Epidemioldgico da Exposi¢do Ambiental Associada em Populacdes Humanas de
Paracatu-MG”, realizado pelo Centro de Tecnologia Mineral Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdo (CETEM), em colaboragdo com outras institui¢des, no ano de 2016,
relata a incidéncia de arsénio e seus efeitos em Paracatu-MG. Tal estudo analisou a presenca
do semimetal nas dguas de abastecimento doméstico de consumo humano na é4rea urbana,
aguas superficiais, aguas subterraneas, sedimentos de fundo e solos, nas trés sub-bacias
hidrograficas do Rio Paracatu. Os resultados mostraram que a exposi¢ao humana ao arsénio €
maior em bairros proximos a mineragao de ouro em comparag¢ao com aqueles mais afastados.
Isso esta de acordo com os dados ambientais que indicam a presencga de arsénio em material
particulado na atmosfera. Além disso, os niveis de arsénio encontrados na urina da populagao
amostrada apresentaram uma ampla variagdo, sugerindo que a exposi¢do da populagdo ao
arsénio ¢ de baixa a média.

A exposi¢do ao arsénio pode resultar no surgimento de diversos sinais clinicos, que
dependem da concentragdo, da duracao e da via de exposicao, além de fatores como idade,
sexo, habitos familiares e estado de satde do individuo exposto (USEPA, 2000; ATSDR,
2007). Na exposi¢do aguda ¢ possivel o surgimento de sintomatologias clinicas como dores

abdominais, vomitos, diarreia, vermelhiddao na pele, dor muscular e fraqueza. J4 em casos de
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exposicao cronica, os sinais clinicos podem desencadear diversos problemas, incluindo lesdes
dérmicas, cancer de bexiga e pulmao, além de doenca vascular periférica (HONG et al., 2014).
A dose letal de ingestdo de trioxido de arsénio para seres humanos ¢ de 70 a 180 mg/kg ou
cerca de 600 microgramas por kg/dia de massa corporal (ATSDR, 2005).

Em nivel molecular a exposi¢ao ao arsénio e seus derivados pode causar um distirbio
em sistemas biologicos, como a inibi¢do de cerca de 200 enzimas envolvidas no metabolismo
energético e na producio de ATP, pela substituicao dos grupos fosfatos, que sdo importantes e
necessarios para a producdo de ATP e piruvato durante a glicolise, por arsenato (Shen et al.,
2013). Em uma etapa intermediaria entre a glicolise € o ciclo de Krebs, o As*" inibe o
complexo piruvato desidrogenase (PDH) e o complexo a-cetoglutarato desidrogenase (KGDH)
(Bergquist et al., 2009), além de inibir e interromper o metabolismo da glicose. O As’**,
especialmente na forma de triéxido de arsénio (As:03), pode reagir com grupos sulfidrila de
enzimas (Teixeira & Ciminelli, 2005), inibindo sua atividade e afetando diretamente as
enzimas antioxidantes, como as glutationas ¢ também de outras enzimas como a piruvato
desidrogenase, responsavel pela conversdo do piruvato em acetil-CoA (Miller et al., 2002).
Em relagdo ao As*, ele pode entrar nas células pelos canais transportadores de fosfato (POy)
e, em altas concentragdes, pode inibir o carreamento de fosfato (Cutter & Cutter, 2006).

O arsénio pode atuar como um co-carcindgeno. Um dos mecanismos mais importantes
da co-carcinogénese do arsénio ¢ a inibi¢do do reparo do DNA (Hartwig A, et al., 2020). A
presenca deste semimetal pode alterar ou inibir a atividade de proteinas de reparo do DNA
por meio da ligacdo direta a dominios de dedo de zinco, que sdo estruturas proteicas
importantes compostas por um ion de zinco e uma combinagao de quatro residuos de cisteina
e/ou histidina (Tam Lm et al., 2020).

Os danos acumulados no DNA pela inibicdo do reparo do DNA pelo arsénio podem
resultar na gera¢do de quebras de fita dupla. quando encontrados pela forquilha de replicagao
do DNA (Ying S, et al., 2009; Alexander; Orr-Weaver, 2016). Quebras de fita dupla do DNA
sdo uma causa comum de rearranjos cromossomicos ¢ também podem ocorrer por meio de
reparo inadequado do DNA, podendo levar a vdrios tipos de mutacdes no genoma,
aumentando o risco de desenvolver cancer (Hartwig A. et al., 2020)

A exposicao ao arsénio induz o estresse oxidativo e formacdo de RS (Reativic species),
que levam a formacao de danos ao DNA e alteram o reparo do mesmo (Valko et al., 2016). O
mal funcionamento das vias antioxidantes, resultante da disfun¢do mitocondrial, e da inibigao

de superdxido 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
arsénio (NDrobna Z, et al 2009; Cavar S et al 2010; Samuel S et al., 2009). Além de afetar
diretamente a funcdo da enzima antioxidante, o arsénio pode alterar a sintese de antioxidantes,
incluindo glutationa (Thompson JA et al 2009) e superdxido dismutase 1(SOD)(Yin Y, Meng
etal., 2019).

A presenga do arsénio, principalmente o arsénio trivalente, incluindo o arsenito
inorganico e suas formas metabdlicas metiladas, podem levar a inibigdo o reparo do DNA ao
elevar os niveis de ROS(Reactive Oxygen Species) e ERN(Reactive Nitrogen Species), que
perturbam diretamente a maquinaria de reparo do DNA, e modificam os residuos de cisteina
em proteinas (Tam et al., 2020b). A desregulagdo da sinalizacdo de resposta a danos no DNA,
mediada pelo arsénio por meio da ubiquitinagdo e SUMOila¢do de proteinas, também
compromete o reparo do DNA (Tam et al., 2020b ). Os danos induzidos por mecanismos de
oxidagdo causados pelo arsénio podem ocorrer de diferentes formas, incluindo disfungao
mitocondrial, desequilibrio antioxidante e ativagdo da NADPH oxidase e 6xido nitrico sintase

(Cooper KL, et al., 2009).

2.3 ARSENIO EM ALIMENTOS, PLANTAS E SUA RESISTENCIA

Algumas regides do planeta possuem o arsénio em sua composi¢ao natural. No Brasil,
tais regides sdo também, importantes reservas de minérios de interesse econdmico como, Al,
Au, Fe e Manganés (Mn) (Teixeira et al., 2020), como ¢ o caso do Quadrilatero ferrifero (QF),
regido que possui 7200 km?, e abrange cidades como Ouro Preto, Mariana, Itabirito, Nova
Lima, Bardo de Cocais e parte da capital mineira, Belo Horizonte (Jacobi, 2007).

A contaminagdo das aguas subterraneas representa uma das principais ameagas de
exposicao humana ao arsénio inorganico, principalmente em cidades como Nova Lima (MQG),
Santa Barbara (MG) e Ouro Preto (MG), pertencentes ao Quadrilatero ferrifero (QF), que
possuem um solo que excede os valores de referéncia de arsénio, visto que ha grandes
atividades antropicas que intensificam a liberagdo no meio ambiente, como a propria
mineracdo (Da Silva, 2017). Com o risco iminente a populacdo local e pela composi¢ao
natural das rochas nesta localidade, diversos trabalhos foram realizados para avaliar os niveis
de As em que a populagdo esta exposta.

Como citado anteriormente, Borba e colaboradores (2002) evidenciaram niveis acima
do permitido pela legislagio em &aguas subterrdneas em minas antigas entre as cidades de

Ouro Preto e Mariana, chegando a 2980ug/L de arsénio total. Além disso, Gongalves e
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colaboradores (2007), evidenciaram concentragdes de 9-224ug/L. de arsenato em fontes
publicas utilizadas por moradores para hidratagdo na cidade de Ouro Preto, ultrapassando os
limites impostos. J4 nos municipios de Nova Lima, Mariana e Santa Barbara, Abreu e seus
colaboradores (2014) encontraram altos niveis de arsénio total amostrados nos solos, estimado
entre 53-960 mg/kg.

Hé uma crescente preocupacio em paises como a China (Zeng et al., 2019), Taiwan
(Chiou et al., 2001) e Brasil (Mello et al., 2006), pela utilizagdo destas aguas 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 exposi¢ao
diaria (dose letal média do arsénio ¢ de 0,06 g/kg), principalmente no processo de
biomagnificacdo, processo pelo qual ha um acimulo e transferéncia de arsénio ao longo da
cadeia alimentar, semelhante ao processo que ocorre com o mercurio € o chumbo (Andrade;
Rocha, 2016). E por isso que a contaminagio do solo com este semimetal é preocupante, ja
que ¢ possivel observar os efeitos deletérios sobre a satide humana, além dos prejuizos
causados a biota do solo (Almeida et al., 2018).

No Brasil, alimentos bésicos, como o arroz e feijdo recebem destaque por serem os
principais alimentos a contribuirem para a ingestdo total de arsénio, correspondendo a 67-
90% do total, sendo 46-79% proveniente do arroz e o restante, cerca de 11-23% do feijao
(Ciminelli et al., 2017). Na América Latina e em paises do sudeste da Africa esses alimentos
fazem parte da base da alimentagdo populacional, dando énfase principalmente ao feijdo,
como uma fonte potencial de exposi¢ao ao arsénio(Ciminelli et al., 2017).

A presenca de As em plantas pode levar ao comprometimento em seu
desenvolvimento e causar efeitos deletérios em varios processos metabolicos, incluindo a
fotossintese, absorcao de nutrientes, respiragdo, reproducao e crescimento (Imran Khan., et al,
2021). Além disso, € possivel observar a interrup¢ao do estado hidrico da planta, a interagao
com os grupos funcionais de enzimas e a substituicdo de ions 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 actmulo de arsénio ¢ capaz de interferir na biossintese de clorofila através da
inducdo de deficiéncia de ferro (Fe) ou da inibi¢ao de algumas etapas importantes do processo
(Schoefs & Bertrand 2005). Além disso, a eficiéncia fotoquimica e a dissipacdo de calor
também sdo afetadas, j4 que ha mudancgas relacionadas as trocas gasosas € na emissdo de

fluorescéncia (Prado & Casali 2006; Rahman et al. 2007).
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No trabalho proposto por Malik e seus colaboradores (2011) foi possivel observar uma
queda notavel nos niveis de alguns aminoacidos 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 laminas foliares (Finnegan PM, et al., 2012), menor producdo de frutos e
reducdes na area foliar e na taxa fotossintética.

Os efeitos toxicos do arsénio no processo fotossintético podem ocorrer nas etapas
fotoquimicas ou nas etapas bioquimicas ou em ambas (Abedin & Meharg 2002; Rahman e
Naidu 2009). O arsénio causa lesdes na membrana do cloroplasto e desorganiza as fungdes do
processo fotossintético fundamental, a taxa de fixacdo de dioxido de carbono e a
funcionalidade do PS-II (Fotossistema II) também reduzem consideravelmente (Stoeva N., et
al 2003).

A producdo de ROS pelo estresse do arsénio leva a danos negativos e intensos as
plantas, visto que ha danos em macromoléculas importantes, além de alterar o sistema
antioxidante (Figura 1) (Chandrakar et al., 2016). Alguns estudos demonstraram que a
producdo aumentada de ROS em plantas ocorre por meio do vazamento de elétrons durante a
reducdo de As’'em As’', além da inibi¢do de enzimas-chave que sdo vias importantes para a
geracdo de ROS em plantas. A resisténcia das plantas se deve ao seu proprio sistema de
defesa, ou seja, utiliza-se o proprio metabolismo para conter os danos e impactos causados
pelo agente toxico, neste caso o Arsénio (Alsahli et al., 2020). Uma das principais estratégias
utilizadas pelas plantas para conter os possiveis estragos em seu metabolismo seria
primeiramente, a redug¢do de As** para As**, visto que o As** se liga somente as fitoquelatinas
(PCs), e que posteriormente ¢ sequestrado pelo vactolo (Li et al., 2016) (Figura 2).

A sintese de proteinas de ligagdo metalica também ¢é utilizada, ja que podem eliminar
0 agente toxico através de compartimentagdo e efluxo, por diferentes transportadores, como
os transportadores de fosfato e de glicerol (Begum et al., 2016), a utilizagdo do sistema
antioxidante ¢ uma maneira de proteger e garantir uma menor produgdo de ROSs em seu

metabolismo (Armendariz et al., 2016).
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Figura 1: Efeitos causados pelo arsénio em plantas. Os processos fisioldgicos, como a inibi¢do da fotossintese, a
sintese de ATP sdo negativamente afetados pela presenga do arsénio em plantas, junto a isso, a morfologia e

crescimento das folhas e das raizes sdo, também, impactadas; As= Arsénio; Fonte: Autoral.
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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 detoxificagdo, processo pelo qual as
plantas transformam o arsénio em uma espécie menos toxica para seu metabolismo. Em
especial, algumas plantas t€ém a capacidade de atuar como hiperacumuladoras de arsénio, ou
seja, conseguem absorver ¢ acumular grandes quantidades deste semimetal, tal capacidade
pode ser potencializada pela modificacdo genética, como a superexpressio de genes
envolvidos na fitorremediacdo, que regulam a absor¢do, transporte e metabolismo do arsénio
(Doty et al., 2008). A absor¢do de As nas plantas depende da espécie vegetal e de sua
afinidade com o semimetal. As formas inorganicas de arsenito e arsenato que entram nas
células vegetais interrompem seu metabolismo normal ao gerar ROS, como radicais
superdxido (O ?7), radicais hidroxila (OH) e peroxido de hidrogénio (H 20>) em resposta ao
processo de desintoxicagdo do As como citado em topicos anteriores (Abbas et al., 2018).

Além das formas inorganicas, o solo, também, pode conter formas de arsénio
metiladas, como o acido monometilarsinico (MMA) e o acido dimetilarsinico (DMA), que
também sdo absorvidos pelas raizes (Ondrasek et al., 2016) Uma vez dentro da planta, o As ¢
transportado por toda a planta através do xilema, sendo o As®* o mais acumulado nesse

processo (Ondrasek et al., 2016). O As** é transportado através do canal de aquaporina via
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proteinas intrinsecas semelhantes a nodulina 26 nas células da raiz, que sao 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 proteinas, que leva a morte celular. Durante a detoxificagdo do arsenito, a
ligacdo do arsenito a grupos sulfidrila ricos em peptideos forma um complexo com
fitoquelatinas (As-PC). Com isso, o As pode ser sequestrado por transportadores ABC
presentes nos vacuolos celulares e transportado através do floema para as raizes e caules,
tornando-o um forma menos toxico (Martinez-Castillo et al., 2022).

O arsenato, por sua vez, ¢ analogo ao fosfato, que ¢ transportado pelos transportadores
de fosfato nas células vegetais. Em seguida, hd a redugdo a arsenito pelo redutase ARS2 no
compartimento intracelular. Uma vez formado, o arsenito ¢ detoxificado pela formagdo de
um complexo com peptideos ricos em tiol ou sendo exudado para fora da célula por meio de

transportadores de glicerol (figura 2) (Martinez-Castillo et al., 2022).
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Figura 2: Processos de fitorremediagdo de plantas com o semimetal. Durante a desintoxica¢do do
arsenito, a ligacdo do arsenito a grupos sulfidrila ricos em peptideos forma um complexo com fitoquelatinas (As-
PC). Com isso, 0 As pode ser sequestrado pelos transportadores ABC nos vacuolos celulares e ser transportado
pelo floema até as raizes e caules, tornando-o menos toxico. Ja o arsenato, que ¢ analogo do fosfato, ¢ reduzido a
arsenito (As*") pela As redutase ARS2 no compartimento intracelular. O Arsenito reduzido é desintoxicado pela
formacdo de um complexo com peptideos ricos em tiol ou sendo transportado e efluido 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.
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2.4 MECANISMOS BACTERIANOS DE RESISTENCIA E TOLERANCIA A ARSENIO

Os microrganismos podem ser considerados resistentes e tolerantes a certas
perturbagdes ocasionadas pela contaminacdo de metais pesados. Os microrganismos podem
ser tolerantes ou resistentes aos metais pesados sendo a tolerancia a capacidade de um
organismos conviver com a toxicidade de um elemento com base em seu metabolismo
intrinseco (Gadd, 1992). J4 a resisténcia ¢ a habilidade de um organismo em sobreviver a
determinada perturbagdo usando de mecanismos induzidos diretamente pelo disturbio em
questdo (Gadd, 1992).

Essa capacidade adaptativa torna alguns microrganismos especialmente uteis em
processos de biorremediagdo. Bactérias biorremediadoras possuem a capacidade de degradar

poluentes do solo, como herbicidas, pesticidas, compostos organicos perigosos, € metais
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pesados, permitindo que as plantas se estabelegam em um local contaminado (Pérez-Montafio
etal., 2014; Liu et al., 2017).

Como citado anteriormente, o arsénio € considerado um elemento prejudicial a saude
ambiental e humana. Assim, a presenca deste semimetal associado a alguns tipos de minerais
como realgar (Ass4S4), arsenopirita (FeAsS) e arsenato pirita (FeS), pode ser liberado no
ambiente pelas aguas, solos e sedimentos por oxida¢do de sulfetos e imobilizagdo por
adsor¢ao em 6xidos ou hidréxidos de ferro (Borba & Figueiredo, 2008).

A contaminagdo por metais pesados em solos pode fazer com que haja mudangas na
microbiota local, visto que existe um aumento na demanda de energia devido ao estresse
induzido pelo semimetal (Xu et al., 2019). Atualmente, sdo descritos na literatura diversos
processos que conferem resisténcia de microrganismos aos metais pesados, como

demonstrado no quadro 1.
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Quadro 1: Processos que conferem resisténcia ao arsénio.

Processos de resisténcia

Objetivo

Referéncia

Adsor¢ao do metal na parede

celular

Impedir a entrada do
semimetal na célula

Wang & Zhao, 2009

Exclusdo

Indugao de modificagdes
quimicas alternadas em
porinas na membrana,
fazendo com que a captura
de determinado metal seja
diminuida

Rouch et al., 1995

Bombas de efluxo

Aumentar a capacidade da

bactéria em expulsar o metal

Sato & Kaoboyashi, 1998

para uma menos toxica e
prejudicial

pesado

Volatilizacao A Dbactéria  possui  a|Bruins et al, 2000
capacidade de transformar o
semimetal pesado em
produto volatil

Bioacumulacao Acumulo de arsénio no Bruins et al, 2000
interior celular

Reducao Reduzir uma forma toxica | Paez-Espino et al., 2009;

Andres & Bertin, 2016

Expressao do operon ars e
aio

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

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

Tais mecanismos também podem tornar o arsénio menos biodisponivel para outros
seres-vivos que vivem proximos ou em associacdo 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 arsénio em processos de biorremediacgdo, explorando o metabolismo
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dessas bactérias, fornecendo uma alternativa mais sustentavel para a descontaminagdo de
ambientes ricos neste semimetal.

As bactérias possuem a capacidade de biotransformar o arsénio, alterando a forma
quimica desse composto por meio de processos bioldgicos 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 ¢ mais comum o operon Ars, com
varios genes que codificam proteinas dedicadas a lidar e tolerar a toxicidade do arsénio
(Carlin, et al., 1995). Este operon pode ser encontrado tanto no DNA cromossdmico quanto
em plasmideos, evidenciando sua versatilidade (Wu et al., 1993; Oremland et al., 2003). Os
genes centrais do operon Ars codificam as seguintes proteinas:

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

em resposta a presenca de arsénio.

b) ArsB: Proteina que possui caracteristica de uma bomba de efluxo de arsenito, que €
responsavel por exsudar esse composto toxico da célula.

c) ArsC: Proteina que possui caracteristica similar de uma arsenato redutase, que
converte arsenato em arsenito.

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

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

(Yang et al., 2010).

A expressdao dos operons Ars ¢ regulada em resposta a presenga de arsénio. O
conjunto de genes arsRBC e arsRDABC, confere resisténcia dos procariotos ao arsénio, sendo
arsRDABC associado com maiores concentragdes deste metal pesado (Rosen, 2002). O
arsenito presente ¢ bombeado para fora da célula através da proteina 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 a proteina transportadora
arsB, transformando o sistema em uma bomba de efluxo ativa. Enquanto o ArsB isolado
funciona apenas como um antiporte dependente do gradiente de protons, o complexo ArsAB
utiliza a energia proveniente da hidrdlise de ATP para expulsar arsenito (As**) contra fortes
gradientes de concentragdo. Essa caracteristica confere uma resisténcia muito maior ao
arsenito, permitindo que os organismos sobrevivam em ambientes com elevadas

concentragdes desse semimetal. (Rosen, 2002).
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Em alguns microrganismos, a proteina Acr3p pode substituir o arsB como a principal
via de extrusdo do arsenito, podendo ser acoplado ao ArsA na auséncia do arsB (Achour et
al., 2007, Castillo e Saier, 2010). Ja o arsC, codifica uma arsenato redutase, responsavel pela
conversao do arsenato em arsenito e, o arsD, codifica para uma chaperona que transfere
arsenito ligados a glutationa para a subunidade do complexo de ars4B, ativando-o (Yang et
al., 2010).

Algumas bactérias sdo capazes de biotransformar o arsénio, utilizando o processo de
metilagdo como um mecanismo de detoxificacdo, convertendo as espécies inorgénicas toxicas,
como o As> e 0 As**, em formas organicas menos toxicas e mais volateis, como a mono-, di-
e trimetilarsina (Qin et al, 2006). O aumento da volatilidade do arsénio metilado pode
compensar o aumento da toxicidade de alguns intermediarios e isso se deve aos genes arsM ¢
arsR que estao envolvidos nesse processo (Qin et al., 2006). Essa reagao parte, inicialmente,
do arsenito, seguindo uma série de metilagdes oxidativas mediadas por S-adenosilmetionina
metiltransferase e etapas redutoras com glutationa e outros compostos contendo tiol,
resultando na produgdo final de TMAs (trimetilarsina) (Cullen e Bentley, 2005).

A oxidacao do arsénio também ¢ considerada um mecanismo de detoxificacdo, e
algumas bactérias sdo capazes de realizar esse processo pela presenca dos genes aioAB que
codificam uma arsenito oxidase (Lett et al., 2012). A regulacdo desse processo se da pela
presenga das proteinas AioS e AioR e pelo fator sigma RpoN (Kang et al., 2012). Além disso,
AioX, uma proteina periplasmatica, aparenta ser essencial para a regulacdo positiva da
expressdo de aioAB na presenca de arsenito (Liu et al, 2012). E possivel observar dois
sistemas de reducdo de arsenito em procariotos, um codificado pelo gene arsC (descrito
anteriormente) e, outro que ¢ associado a arsenato redutase respiratdria, codificada pelos
genes arrA e arrB (Macy et al., 2000).

Durante esses processos de biotransformacao de arsénio, as bactérias bioacumulam o
metal até sua liberagdo (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 superficie como o lipopolissacarideo de

membrana (LPS) (Gerbino et al., 2015).
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Figura 3: Interagdo bactéria-arsénio. O As ¢é absorvido através de transportadores de glicerol ou fosfato. O
arsenato ¢ reduzido a arsenito que pode entdo ser extrudido da célula por ArsAB ou metilado por ArsM,
formando intermediarios metilados: arsenito monometilico (MMAS), dimetil arsenito (DMA) ou em trimetil
arsina (TMA). A presenca do semimetal controla a expressao de Ars. O arsénio presente fora do citoplasma pode
ser utilizado para ganho de energia através da oxidacdo de arsenito ou respiragdo anaerobia pela reducdo 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
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2.5 RELACAO PLANTAS-MICRORGANISMOS

As praticas agricolas convencionais frequentemente utilizam insumos quimicos, como
fertilizantes quimicos, pesticidas, fungicidas e herbicidas, que permitem a protecao de plantas
cultivadas contra patégenos e garantem melhor rendimento (Skamnioti e Ridout, 2005).
Porém, a utilizagdo intensa destes produtos quimicos agricolas gera danos ao meio ambiente e
causam poluicdo dos solos, da atmosfera e das dguas (Egamberdieva D., Ahmad P., et al
2018). Diante disso, o uso de microrganismos como uma alternativa biotecnologica para
otimizar a produtividade vegetal de forma sustentavel estd sendoimplementado, mitigando a
utilizacdo e dependéncia desses produtos quimicos e promovendo uma maior seguranga

alimentar (Chouan et al., 2021; Hesham et al. 2021).
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A sobrevivéncia das plantas e dos microrganismos ¢ profundamente impactada pelas
estratégias de adaptagdo e pela especificidade dos hospedeiros ( Kirzinger & Stavrinides,
2012). Essa dinamica torna a interacdo entre eles um conceito essencial para entender os
processos de coevolucdo e as complexas relacdes que se estabelecem (Kirzinger &
Stavrinides, 2012). As relagdes entre plantas-microrganismos podem ser parasitarias,
mutualistas ou cooperativas, sendo o hospedeiro o ditador do controle de especificidade da
relacdo (Bouwmeester et al.2007; Couillerot et al. 2009).

Em relacdo as estratégias parasitarias, as diferencas entre gendtipo bacteriano e da
planta determinam se a interagdo serd virulenta ou ndo (Skamnioti e Ridout, 2005). No caso
de microrganismos patogénicos, o processo inclui o reconhecimento, por parte da planta, de
produtos de viruléncia emitidos pelos patéogenos, por meio de proteinas de resisténcia. Esse
reconhecimento pode levar, posteriormente, & manifestacdo de patogenicidade (Skamnioti &
Ridout, 2005).

J& no mutualismo, como no exemplo a simbiose entre leguminosas e rizdbios a
interagdo ¢ definida em nivel molecular, através de especificidade desencadeada por
sinalizacdo (Combes-Meyte et al 2012). As interagdes de cooperagdo, 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 esquematica
as relagoes citadas.  Vale ressaltar que nas relagdes mutualisticas e cooperativas ha uma
comunica¢do planta-microrganismo através da rizodeposi¢do, ou seja, compostos sao
liberados pela raiz que fazem a orientagdo e deslocamento dos microrganismos, onde ha a
convergéncia genética entre ambos, levando ao aperfeigoamento do perfil de diferenciagdo da
microbiota, seja ela endofita ou rizosférica (Bulgarelli, D. 2013). As células presentes na
rizosfera conseguem secretar diversos compostos, como, ions de 4acidos organicos, ions
inorganicos, fitormonios, vitaminas, aminoacidos, purinas entre outros (Dakora, F.D. e
Phillips, D.A.2002). Os exsudatos da raiz desempenham um importante papel na media¢ao
das interacdes planta-microrganismos (Bais et al., 2006).

A quimiotaxia bacteriana ¢ uma caracteristica importante para a colonizagdo da raiz e
para a selecdo de microrganismos orientada pela planta (de Weert et al., 2002; Hartmann et al.,
2009). Ela pode estar relacionada com a adaptagdo nutricional, ja que os exsudatos podem ser
utilizados como fontes de carbono pelas bactérias em processos metabolicos (Combes-Meyte

etal., 2012).
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Figura 4: Visdo geral dos mecanismos de controle de especificidade de hospedeiros em interagdes parasitarias

(A), mutualistas (B) e cooperativas (C). Adaptado de: Combes-Meynet et al. 2012.
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Alguns metabdlitos existentes nas plantas possuem a capacidade de modular a agdo
dos microrganismos, como os fitormonios (auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico ¢
etileno), que t€ém uma fun¢do reguladora nas intera¢des planta-microrganismo(Farah Ahmad).
Eles podem reforcar a defesa contra patogenos ou facilitar a simbiose com microrganismos
benéficos, além de influenciar a resposta das plantas a patdogenos e microrganismos benéficos,
regulando a defesa das plantas, promovendo a resisténcia ou, em alguns casos, facilitando a
simbiose com microrganismos benéficos (Jones; Dangl., 2006).

As plantas detectam microrganismos por meio de receptores de reconhecimento de
padroes que se ligam a padrdes moleculares associados a microrganismos (MAMPs),
desencadeando uma defesa basal suficiente para interromper o crescimento da maioria dos
microrganismos patogénicos. A maioria das bactérias e fungos ndo patogénicos associados as
plantas produzem seus proprios MAMPs, o que levanta a questdo de como os microrganismos
benéficos e as plantas conseguem evitar a eliminagdo dos microrganismos por meio de uma
resposta imunolégica (Bohm H et al., 2014).

A capacidade das plantas de discriminar microrganismos patogénicos dos benéficos, ¢
um fator determinante nas interagdes. Esse equilibrio complexo nao apenas influencia a saude
vegetal, mas também impacta a nutrigdo das plantas, destacando a importancia dos

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

Os microrganismos presentes na biota do solo desempenham um papel importante nos
ecossistemas, ja que contribuem para a ciclagem de nutrientes, a formacao da estrutura do
solo e o crescimento das plantas (Alkorta et al., 2017; Hagemann et al., 2017). A utilizacdo de
algumas cepas bacterianas tem sido investigada por seu potencial em aumentar o crescimento
das plantas, melhorar a qualidade do solo e controlar a polui¢do e contaminagdo do solo por
metais pesados e outros componentes quimicos (Liu J et al., 2016). Entre essas bactérias, as
bactérias promotoras de crescimento vegetal (Plant Growth Promoting Bacteria- PGPB)
ganham destaque por possuirem a capacidade de promover o desenvolvimento saudavel das
plantas, além de aumentar a resisténcia 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 fitormonios (Combes-Meynet et al., 2012). As
biocontroladoras possuem a capacidade de proteger as plantas de patdégenos por meio da
producdo de compostos, incluindo antimicrobianos, ou estimular a resisténcia das plantas
(Combes-Meynetet al., 2012). Ja as biorremediadoras detoxificam componentes toxicos do
ambiente, o que possibilita o crescimento das plantas (Liu et al., 2016).

Bactérias promotoras de crescimento vegetal podem ser endofiticas e, em especial,
derivadas de rizosfera que sdo capazes de colonizar as raizes das plantas, sob certas condi¢des
edaficas (Caporaso et al., 2010). O estabelecimento da simbiose associativa entre bactérias e
plantas hospedeiras se da em trés passos: bactérias do solo se associam na rizosfera, se fixam
a superficie radicular e, por fim, tornam a simbiose associativa efetiva (Combes-Meynet et al.,
2012). Uma vez atraidas para o rizoplano, estas bactérias se estabelecem e aderem ao sistema
radicular exercendo suas propriedades benéficas. A colonizagdo das raizes ¢ um processo
competitivo, que, como ja4 mencionado no topico 2.5, ¢ afetada por caracteristicas 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. Sao classificados como mecanismos diretos: o aumento da absor¢do de nutrientes

vegetais, a fixacdo de nitrogénio, que € crucial para sintese de biomoléculas como as proteinas.
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A fixagdo bioldgica de nitrogénio, realizado por PGPB, ¢é o processo que converte o N2 em
amonia (NHs), sendo realizado por microrganismos diazotréficos, predominantemente
bactérias (Newton, 2000; Franche et al., 2009). Este processo ¢ essencial para tornar o
nitrogénio atmosférico utilizdvel pelas plantas e outros organismos, sendo um tema de grande
relevancia na compreensdao dos ciclos biogeoquimicos do nitrogénio (Mylona,Pawlowski &
Bisseling, 1995).

A solubilizacio de fosfato, que tem o fésforo como o elemento mais importante para
os vegetais depois do nitrogénio, isso se deve pelo fato de possuir um papel fundamental em
praticamente todos os processos metabolicos das plantas como fotossintese, transferéncia de
energia, transdu¢ao de sinal, biossintese de macromoléculas e respiragdo (Khan et al., 2010).
Embora seja abundante no solo, ele se encontra indisponivel para a absor¢ao das plantas em
suas formas organica e inorganica, pois ocorrem principalmente insoliveis (Sharma et al.,
2013).

Algumas PGPB do género Bacillus, Enterobacter e Pseudomonas sdo capazes de
disponibilizar o fosfato por meio de sua solubiliza¢do no solo, dois mecanismos principais sdo
fundamentais a esta solubilizagdo sao a redu¢do do pH do solo, mediado pela secrecao de
acidos organicos, ¢ a mineralizagdo em fosfato organico por fosfatases acidas e fitases
(Richardson et al., 2009). A quantidade de fosforo soluvel liberado depende dos tipos de
acidos organicos produzidos pelas PGPB. Os écidos alifaticos, como o acido glucénico ou 2-
cetoglucdnico, sao mais eficientes na solubilizacdo de fosfato (Ahmed & Shahab, 2011), j4 na
mineralizacdo/solubilizacdo a producdo de acidos organicos (tais como acético, succinico,
citrico e gluconico) ou fosfatases, ¢ mais eficientes na liberacdo de ortofosfato de fosforos
inorganicos e organicos (Bulgarelli, 2013). Estratégias para melhorar a disponibilidade e
absorcdo de fosforo podem contribuir significativamente para o crescimento das plantas,
porque menos de 5% do teor de fosforo de solos € biodisponivel para as plantas (Bulgarelli,
2013).

Além disso, a producdo de sideréforos 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 estd presente em varios
processos biologicos vitais (Kobayashi, 2012). Suas func¢des incluem contribuir para a
fotossintese, a respiragdo celular, a biossintese de clorofila e desempenhar um papel
significativo na fixacdo bioldgica de nitrogénio (Kobayashi, 2012). Os microrganismos

desenvolveram estratégias ativas para superar a limitacdo nutricional de podendo contornar
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essa limitagcdo utilizando agentes quelantes, os siderdforos (Dixon & Kahn, 2004). Tais
substancias s3o capazes de se ligar ao ferro presente no ambiente, ¢ formar complexos
soluveis que as bactérias podem absorver, permitindo-lhes atender as suas necessidades
nutricionais de ferro escasso (Neilands, 1995). Esse mecanismo representa uma adaptacgao
eficaz que muitos microrganismos desenvolveram para garantir a obtengdo de ferro em
ambientes onde esse micronutriente é escasso (Neilands, 1995). A excre¢do de sideréforos por
bactérias pode estimular o crescimento das plantas, melhorando a nutri¢ao diretamente ou
inibindo fitopatégenos indiretamente ao sequestrar ferro do ambiente (Kramer, Ozkaya &
Kiimmerli, 2020).

O 1ltimo mecanismo direto destaca-se a producdo de hormdnios vegetais como
auxinas, giberelinas e citocininas, que sdo uma familia de moléculas que estdo envolvidas em
no crescimento e desenvolvimento de plantas, sendo a molécula mais importante o acido indol
acético (AIA), cujo o principal precursor para sua biossintese ¢ 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 responsaveis pela iniciagdo de raizes laterais
(Teale et al., 2008). Apesar de ser um hormonio produzido pelas proprias plantas, muitas
bactérias associadas ao solo e plantas apresentam vias metabolicas de biossintese desse
hormonio, que uma vez secretado ao meio desencadeia os mesmos mecanismos moleculares
do fitormdnio (Spaepen et al., 2009; Vessey 2003).

Por outro lado, os mecanismos indiretos sdo: a resisténcia sistémica adquirida (SAR)
e a resisténcia sistémica induzida (ISR) que sdo respostas fisiologicas das plantas ativadas por
moléculas especificas produzidas por microrganismos. A SAR ¢ desencadeada por bactérias
patogénicas por meio da liberagdo de acido salicilico (Fu & Dong, 2013). Em contrapartida,
as bactérias ndo patogénicas desempenham um papel essencial na ativagdo da ISR, pois
sensibilizam e ativam as respostas de defesa da planta contra uma ampla variedade de
patogenos, utilizando a sinalizagdo mediada por etileno e 4acido jasmoénico (Pérez-Montafio et
al., 2013). A ISR é um mecanismo pelo qual as PGPBs aumentam a resisténcia das plantas ao
modular suas propriedades fisicas e bioquimicas (Pieterse et al., 2002). Essa interagao
apresenta uma especificidade bem definida (Pérez-Montafio et al., 2014), sendo as PGPBs
reconhecidas como promotoras indiretas do crescimento vegetal.

A interferéncia no sistema do quorum sensing, em que muitas bactérias controlam a
densidade da sua populagdo por meio da comunicagdo por moléculas diversas e consequente

inducdo do processo de migragdo chamado quorum sensing (QS). Muitas plantas sdo capazes

31



de produzir moléculas que interferem nos sistemas de QS das bactérias. Uma vez que
detectam um patogeno, inibem o fenomeno a fim de impedir que essas bactérias se agreguem
e cheguem até a planta para causar a doenga (Pérez-Montafo et al., 2014).

O antagonismo, em que diversos microrganismos podem sintetizar uma vasta gama de
compostos com atividade antimicrobiana como o0s antibioticos, toxinas e compostos
tensoativos ou a producdo de enzimas de degradacdo da parede extracelular do patdégeno
como quitinases, proteases. Estes compostos podem ser oriundos de metabolismo secundario,
ou caracterizar-se como moléculas proteicas/peptideos derivados ou ndo de sintese
ribossOmica (Bulgarelli, 2013). Essas PGPBs atuam na saudabilidade da planta e dessa forma,
contribuem para seu crescimento.

Além disso, a produgdo de acido cianidrico (HCN) desencadeia uma possivel agdo
antagonica a patogenos. Insetos e outros herbivoros, ao entrarem em contato com o tecido
vegetal durante a herbivoria, fazem com que glicosideos cianogénicos entrem em contato com
enzimas hidroliticas do citoplasma das células, permitindo que as mesmas produzam acido
cianidrico. Fisiologicamente, o HCN inibe a cadeia respiratéria ao se ligar com o Fe** da
citocromo-oxidase na mitocondria (Srinivasan et al., 2012). Algumas bactérias apresentam
capacidade de produzir esse acido e, em associagao benéfica com as plantas, estabelecem uma
relacdo de protecdo contra fitopatégenos.

As Dbactérias biofertilizantes s3o consideradas promotoras diretas de crescimento
vegetal enquanto as biocontroladoras e as biorremediadoras sdo promotoras indiretas, uma
vez que nao fornece nenhum composto utilizado diretamente no crescimento, mas interferem

na saude da planta (Bulgarelli, 2013).

2.7 Phaseolus vulgaris

O feijao comum, Phaseolus vulgaris L., ¢ um vegetal pertencente ao género Phaseolos
(Alvarado-Ramos et al. 2024). Conquist (1988) descreve como pertencente a subclasse
Rosidae, ordem Fabales e familia Fabaceae. Dentro de tal género ¢ possivel observar diversos
tipos de feijdo, embora o feijao tenha sido classificado em mais de 50 espécies diferentes
(Delgado- Salinas et al., 1999). O feijao- comum (Phaseolus vulgaris) ¢ uma das leguminosas
mais consumidas no mundo (Schoonhove & Voysest, 1991) e constitui um dos principais
ingredientes da dieta da populacdo brasileira, por ser uma 6tima fonte de proteina e minerais

(Padder et al., 2017). Além de seu papel essencial na alimentagdo e nutrigdo de diversos
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individuos, essa espécie também possui grande relevancia em estudos cientificos e testes em
laboratorios.

O relatério divulgado pela Organizagdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD 2003) indica que esta planta estd de acordo com as diretrizes
estabelecidas, pois ¢ considerada uma espécie vegetal modelo para testes com substancias
quimicas, o que a torna a escolha para este trabalho. Cada semente e plantula possui suas
especificidades, mas a presenca desta espécie na alimentagdo da populacdo brasileira fez com
que ela se tornassem prioridade em relagdo as outras espécies descritas.

Silva (1999), baseado em varios autores, descreveu-se as caracteristicas morfoldgicas
desta espécie (Figura 5): o sistema radicular apresenta uma raiz principal da qual se
desenvolvem raizes secundarias e tercidrias. O caule é herbaceo, formado por uma sucessao
de nos e entrends, onde estdo inseridos, no primeiro nd, os cotilédones; no segundo, as folhas
primarias; e, a partir do terceiro, as folhas trifolioladas ou definitivas. Pode apresentar
pilosidade e pigmentacdo com o crescimento determinado e indeterminado.

As folhas sdo simples e opostas. Ja as flores dispdem-se em inflorescéncias racemosas,
axilares e terminais, formadas por: pedinculo, raquis, bracteas e botdes florais em complexos
axilares. As flores, possuem forma papilionacea e simetria bilateral, possuem calice
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
ovario supero, unicarpelar e pluriovulado, estilete encurvado e estigma lateral.

O fruto ¢ um legume deiscente, cuja forma pode ser reta, arqueada ou recurvada com
o apice abrupto ou afilado. A cor ¢ caracteristica da cultivar, podendo estar uniformemente
distribuida ou ndo, e variar de acordo com o grau de maturagdo 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 I’Europe (1845-1880) F1. Serres.

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

A semente ¢ constituida de tegumento, hilo, micrépila e rafe e, internamente, de um
embrido formado pela plimula, duas folhas primarias, hipocoétilo, dois cotilédones e radicula.
Pode ter varias formas: arredondada, eliptica, 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, roseo,
vermelho, marrom, amarelo, e o branco. O tegumento pode ter uma cor uniforme (cor
primaria), ou duas cores, uma primaria ¢ uma cor secundaria, expressa em forma de estrias,
manchas ou pontuagdes. A superficie pode ser brilhosa, ter brilho intermediario ou opaca, sem

brilho (EMBRAPA 2003).
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Figura 6: Representacdo de fases do desenvolvimento (semente, germinagdo ¢ plantula) de uma semente de
Phaseolus vulgaris. As fases indicadas de VO a V4 caracterizam as fases vegetativas, ja as fases de RS 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 vao de VO a V4 e englobam caracteristicas como a
germinacdo e emergéncia das sementes, surgimento das folhas primarias e aparecimento da
primeira e terceira folha trifoliada (Figura 8).

Ademais, as fases reprodutivas apresentam caracteristicas como a pré-floragdo,
formagdo e enchimento das vagens e a maturagdo da plantula em si (Figura 9). O feijao
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 26°C, ¢
precipitagdes anuais entre 400 e 1600 mm. De modo geral, o pH do solo deve estar proximo

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

Figura 7: Etapas da fase vegetativa. VO: Germinagdo, V1: Emergéncia, V2: Surgimento das folhas primarias, V3:
surgimento das primeiras folhas trifoliadas, V4: surgimento das terceiras folhas trifoliadas.

V0 - Germinogdo V1 - Emergéncia ' ’ V2 - Folhas primdrias : V3 — Primeira trifoliclada V4 - Terceira trifoliolada 7

Fotos: Sebastido Aradjo | Embrapa

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

| NN 4

R5 - Pré;floru.gﬁo ] R6 — Floragdo ]

Fotos: Sebastido Aradjo | Embrapa

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

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial de promog¢do de crescimento vegetal de bactérias tolerantes a

arsénio em sementes de Phaseolus vulgaris

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a morfologia dos isolados bacterianos;

e Avaliar o crescimento dos isolados tolerantes ao arsénio em meios com diferentes
niveis de salinidade;

e Avaliar o potencial antagonista dos isolados bacterianos tolerantes a arsénio;

e Avaliar a produgdo de enzimas hidroliticas dos isolados tolerantes a arsénio em
meios de culturas diferenciais;

e Avaliar a fixa¢do de Nitrogénio, a produgdo de acido cianidrico e de hormonios
vegetais pelos isolados bacterianos tolerantes ao arsénio;

e Avaliar as doses inibitorias minimas de As nas taxas de germinacdo de sementes
de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris), em meio de cultura vegetal;

e Avaliar a taxa de germinagdo de sementes de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris),
em meio de cultura vegetal com e sem As e na presenca e auséncia dos isolados

bacterianos.
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4.METODOLOGIA
4.1 ISOLADOS BACTERIANOS

Para a realizagdo do presente trabalho, dez isolados bacterianos que possuem
caracteristicas distintas e variados niveis de tolerancia a diferentes espécies quimicas de
arsénio 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
sodio heptahidratado (Na;AsHO47H>0O/ 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. 3ASA 1l

2. 3ASB4a

3. 3 ASB4b

4. 7 CoB 4b

5. 7TASAS

6. 30 ASC 12

7. 60 ASC2

8. 90 ASCla

9. 90 ASC 1b

10. 115 ASA 3

Fonte: Rocha,2021

4.2 MANUTENCAO 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 bacterioldégico nao-
seletivo). Os isolados selecionados foram incubados por 48 horas, em incubadora tipo BOD,
com a temperatura de 28°C. Em seguida, foram adicionados ao microtubo, glicerol, em uma

concentra¢do final de 15%, sendo posteriormente armazenadas a uma temperatura de -20°C.
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Ao inicio de cada experimento as amostras sdo retiradas do freezer para a realizagdo de um

novo repique.

4.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE PAREDE CELULAR

Para a observagdo da morfologia e tipo de parede celular dos isolados bacterianos foi
realizada a metodologia de coloragdo de Gram. Realizou-se o esfregaco bacteriano sobre uma
lamina histologica e o esfregaco foi fixado com calor. Em seguida, cobriu-se com cristal
violeta por um minuto e a lamina lavada sob 4gua corrente como mostrado na Figura 9. Logo
apos isso, aplicou-se uma solucdo de lugol, também por um minuto, seguida de uma nova
lavagem com dgua corrente. Posteriormente, realizou-se a etapa de descoloragao, aplicando-se
etanol absoluto por 30 segundos, seguida de lavagem. O esfregaco foi entdo coberto com
safranina , que atua como contracorante, por 30 segundos. Apos esse tempo, a lamina foi
novamente lavada com 4gua corrente. Para a secagem, utilizou-se papel filtro, pressionando-o
cuidadosamente sobre a lamina, sem esfregar, para evitar a remo¢ao da amostra. Por fim,
aplicou-se uma gota de o6leo de imersdao sobre a preparacdo, que foi examinada ao

microscopio Optico utilizando a objetiva de imersao (100x).

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

Apés o isolado ser fixado, a lamina é corada

i Um minuto 45 segundos
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4.4 ENSAIO DE CRESCIMENTO EM DIFERENTES FAIXAS DE SALINIDADE

Para avaliar a capacidade de crescimento dos isolados tolerantes a arsénio em
diferentes faixas de salinidade foi preparado o meio Luria-Bertani (LB) caldo, modificado
com as seguintes concentragdes de NaCl: 8g/L, 10g/L, 12g/L, 14g/L e 16g/L. Apds o preparo,
o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120 °C, 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 auxilio da alca bacteriologica, a qual foi mergulhada na
solugdo contendo cada isolado, separadamente, e adicionada ao LB estéril em diferentes
concentragdes de sal de cada microtubo identificado para cada isolado. Os microtubos foram
incubados a 28°C por 48 horas. Apos incubagdo, o conteudo dos microtubos foi transferidos
para a placa de 96 pocos para a realizagao da leitura da absorbancia a 600 nm, visando avaliar
o crescimento dos isolados sob diferentes faixas de salinidade. Os resultados foram analisados

por meio da comparagdo do branco (LB) com as demais concentragdes e isolados.

4.5 ENSAIO DE POTENCIAL ANTAGONISTA

O ensaio de potencial antagonista tem como objetivo avaliar se as bactérias podem
ou ndo interferir no crescimento de outras. Para realizacdo do ensaio, placas petri de 150
mm x 90 mm, autoclavadas, foram divididas em cinco sec¢des (quatro secgoes referente a
cada um dos isolados e um controle). Inoculou-se 200 pL de solucdo do repique,
anteriormente descrito, correspondente ao isolado que serd analisado no tapete
bacteriologico. Com o auxilio de uma al¢a 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 solugdes contendo os outros quatro isolados
bacterianos e adicionados em suas respectivas secgdes na placa Petri. O papel filtro permite
que determinada quantidade de isolados bacterianos seja absorvida. O experimento foi
realizado em duplicata e apdés o plaqueamento as placas foram incubadas por 48h em

incubadora tipo BOD a 28°C e entdo o crescimento foi avaliado.

A formagdo de um halo de inibi¢do, indicndo um resultado positivo, ¢ observado
quando uma bactéria secreta uma substancia que se difunde no meio de cultura e impede o
crescimento de outras colonias no raio em torno da que produziu o composto. Para
resultado negativo, ndo ha a formacdo de um halo de inibicdo, ou seja, os isolados

bacterianos ndo interferem no crescimento dos demais.

4.6 PRODUCAO DE ENZIMAS HIDROLITICAS: AMILASE, CELULASE, PECTINASE
E PROTEASE

4.6.1 Amilase

Para o ensaio de avaliagdo da producdo de amilase pelos isolados tolerantes a arsénio
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 soluvel e 20g/L de agar, solubilizado em 4gua destilada e pH
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ajustado para 6. Apoés o preparo, o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120°C. 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 sec¢ao
na placa de Petri. As placas utilizadas foram incubadas em uma estufa tipo BOD, a 28°C por
48 horas. Para que o resultado fosse avaliado, foi necessario a utilizagdo de uma solugao de
revelagdo do ensaio. Apos o periodo de incubacdo, a solugdo composta por Lugol, foi
adicionada até que toda a placa estivesse coberta, com tempo de agdo de 5 minutos. O
resultado positivo para produgdo de amilase foi observado pela formagdo de um halo

transparente ao redor da cold6nia ap6s revelacdo com o lugol.

Figura 10: Esquema de experimento da enzima hidrolitica amilase.
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4.6.2 Celulase

Para o ensaio de avaliagdo da producdo de Celulase pelos isolados tolerantes a arsénio
foi utilizado o meio de cultura diferencial composto por 10 g/L de peptona, 5g/L de levedura,
10 g/L de NacCl, 20 g/L de 4gar, 1 g/L de carboximetil e 0,3g/L de celobiose solubilizado em
agua destilada. Apos o preparo, o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120 °C. Discos de
papel foram mergulhados em um microtubo contendo cada um dos isolados, os quais foram
inseridos em sua respectiva se¢ao na placa de Petri. As placas foram incubadas em uma estufa
tipo BOD, a 28°C por 48 horas. Para que o resultado fosse avaliado, foi necessaria a utiliza¢ao
de uma solugdo de revelacdo do respectivo ensaio, composta por vermelho congo 0,3%, por
10 minutos, sendo utilizado até que toda a superficie da placa estivesse completmente coberta.

Em seguida, foi realizada a lavagem do meio com uma solu¢do de NaCl 1%. O resultado
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positivo para a produgao de celulase foi observada pela presenga de um halo transparente em

torno da colonia.

Figura 11: Esquema de experimento da enzima hidrolitica celulase.
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4.6.3 Pectinase

Para o ensaio de avaliagdo da producao de pectinase pelos isolados tolerantes a arsénio
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 agar, e 10 g/L de Pectina, solubilizado em &gua destilada e pH
ajustado para 5. Apos o preparo, o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120°C. Foram
mergulhados discos de papel em um microtubo contendo cada um dos isolados e estes foram
inseridos em sua respectiva secao na placa de petri. As placas foram incubadas em uma estufa
tipo BOD, a 28°C por 48 horas. Para que o resultado seja avaliado, ¢ necessario a utilizagao
de uma solucdo de revelagdao do respectivo ensaio, composta por uma solucdo de de CTAB
1%, até que toda a placa esteja coberta, por 5 minutos. O resultado positivo para produgdo de
pectinase € observado pela presenga de um halo mais claro no entorno da colonia quando

comparado ao meio em volta.

4.6.4 Protease
Para o ensaio de avaliagdo da producdao de pectinase pelos isolados tolerantes ao
arsénio 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 agar, e 20g/L de caseina, 6 g/L. de peptona, 3g/L de
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extrato de levedura, e 10 g/L de glicose, solubilizado em agua destilada. Ap6s o preparo, o
meio foi autoclavado por 15 minutos a 120°C. Discos de papelforam mergulhados em um
microtubo contendo cada um dos isolados,os quais foram inseridos em sua respectiva sec¢ao

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

4.7 PRODUCAO DE ACIDO CIANIDRICO

Para a realizacdo do ensaio de producao de acido cianidrico (HCN) foi utilizado um
método adaptado de Bakker e Schippers (1987). O meio de cultura foi composto por LB
s6lido enriquecido com 4,4 g/L de glicina e 0,081g/L de FeCl:6H>0. Os isolados tolerantes ao
arsénio foram inoculados em placas petri médias e incubados na estufa tipo BOD a 28°C. Na
parte superior das placas, foram adicionados discos de papel filtro embebidos com uma
solucdo de acido pirico 5% e NaxCos 2%, reforcados com um papel filme plasticos para evitar
dissipacdo do gas. A mudanga de cor do papel filtro de amarelo para marrom indicava a

produgdo de HCN.

4.8 FIXACAO DE NITROGENIO

Para a realizagdo do ensaio de avaliacdo de fixagdo de nitrogénio pelos isolados
tolerantes ao arsénio 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 MgSo047H>0, 0,02 g/L de CaCly, 0,002g/L de
NaMO, 0,01 g/L FeCls, 0,075 g/L de azul de bromotimol e 2,3 g/L de agar, com pH ajustado
para 5,7. Ap6s o preparo, o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120 °C e entdo distribuido
em tubos de ensaio. Com auxilio de uma alga bacterioldgica, foram inoculados os 10 isolados
em seus respectivos tubos de ensaio e em seguida foram incubados em estufa tipo BOD, a
28°C por 48 horas. O resultado positivo para a capacidade de fixar nitrogénio foi observada

pela mudanca de coloragdo do meio, de amarelo para esverdeado.

4.9 PRODUCAO DE HORMONIOS VEGETAIS: ACIDO INDOL ACETICO (AIA)

Para a realizacao do ensaio de produgdo de AIA pelos isolados tolerantes a arsénio 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. Apds o preparo,
o meio foi autoclavado por 15 minutos a 120 °C e entdo distribuido em microtubos de 2

ml.Em seguida, foram inoculados os 10 isolados em seus respectivos microtubos, € 0s
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mesmos foram incubados em uma estufa tipo BOD, a 28°C por 48 horas. Para avaliar os
resultados, os isolados foram transferidos para uma placa de 96 pocos, adicionado 100 uL de
solugdo de Salkowski e incubado por 2 horas. Tal solugdo ¢ formada pela dilui¢do de 2 ml de
FeCl13.6H>0 0,5M por litro de H2SO4. Ao final do tempo de incubagdo foi realizada a anélise
em espectrofotometria, sob um comprimento de onda de 590 nm comparado-se os resultados
com o branco. O resultado positivo para a capacidade de produgdo de AIA foi observado pela
mudanga de coloracdo do meio de amarela (solucdo de Salkowski) para vermelha, além do

aumento da maior absorbancia.

4.10 ESTERILIZACAO DE SEMENTES DE Phaseolus vulgaris

As sementes de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris) utilizadas em ensaios de
crescimento vegetal, passaram por um processo de esterilizacdo, a fim de aumentar a
confiabilidade dos resultados e evitar a ocorréncia de algum tipo de contaminagdo.Para tanto,
foram realizadas algumas etapas para a conclusdo da esterilizacao.

A principio, as sementes de Phaseolus vulgaris foram lavadas com detergente neutro
em agua corrente, e posteriormente com agua destilada até a completa remog¢do do detergente.
Em seguida, as sementes foram levadas ao fluxo laminar, para que o restante do processo
fosse realizado em ambiente estéril. Utilizou-se solu¢do de hipoclorito a 2% (100 mL,
quantidade suficiente para que todas as sementes ficassem submersas), por um periodo de 30
minutos (Figura 12). Logo apds, as sementes foram lavadas com dgua destilada estéril, e
foram adicionadas em uma solucdao de alcool 70% por 30 segundos. Ao passar esse tempo,
foram realizada trés lavagens com agua destilada estéril, com a dura¢do de 5 minutos cada,
sendo a dgua utilizada descartada ao final de cada lavagem.

As sementes ficaram submersas em agua destilada estéril durante 15 minutos. Por fim,
foi realizada uma tultima lavagem com agua Milli-q estéril por 5 minutos. Ao final, a 4gua foi
retirada e as sementes permaneceram sob o fluxo laminar até a secagem completa para

posterior utilizagao nos em ensaios especificos.
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Figura 12: Esquema das etapas de esterilizagdo das sementes de Phaseolus vulgaris.
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4.11 DOSES INIBITORIAS MAXIMAS DE ARSENIO NAS TAXAS DE GERMINACAO
EM MEIO DE CULTURA VEGETAL

Para verificar até qual concentracdo de arsénio as sementes de feijado-comum
(Phaseolus vulgaris) iniciam a germina¢do e em qual concentracdo ocorre a inibi¢do da
germinagdo foi necessaria a realizacdo de dosagens inibitdrias minimas e maximas de arsénio
em meio de cultura vegetal.

As sementes estéreis (protocolo descrito na secdo 4.4) de Phaseolus vulgaris foram
semeadas em tubos de ensaio, contendo meio de cultura para tecidos vegetais Murashige e
Skoog, sem arsénio, acrescido de doses crescentes de hidrogenarsenato de soédio (5uM, 10uM,
15uM, 20uM, 25uM, 30uM, 40uM, 50uM, 60um) e também, de doses crescentes de
metarsenito de sodio (1uM, 3uM, 5uM, 7uM, 9uM, 10uM, 15uM, 20uM, 25uM,). Para a
utilizacdo do meio de cultura neste ensaio, foi necessario a aferi¢do do pH de cada meio no
pHmetro, sendo ajustado o ph conforme a necessidade. Para o meio a ser utilizado com a
solu¢do de hidrogenarsenato de sodio o pH foi ajustado para 5,5; ja para a utilizagdo do meio
para a solugdo de metarsenito de sodio 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 cdmara de crescimento, com fotoperiodo de 16h a 25°C, por
seis dias. Ao final dos seis dias, foi realizado o registro fotografico das sementes germinadas e
em seguida, o comprimento total das sementes, dos foliolos, e da radicula foi medido com o

auxilio de parquimetro e analisada por analise de variancia.
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Figura 13: Esquema de experimentacdo das doses inibitorias maximas na germinacgdo de sementes de

Phaseolus vulgaris
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4.12 TAXA DE GERMINACAO DAS SEMENTES COM E SEM ARSENIO E NA
PRESENCA E AUSENCIA DOS ISOLADOS BACTERIANOS EM MEIO DE CULTURA
VEGETAL

Para avaliar se os isolados tolerantes ao arsénio influenciam a germinagdo de sementes
de feijao-comum (Phaseolus vulgaris) na presenga de arsénio, as sementes foram semeadas
em meio de cultura para tecidos vegetais Murashige e Skoog sem arsénio, acrescido de
hidrogenarsenato de sddio (5uM, 25uM e 50 uM) ou acrescido de metarsenito de sddio (1M,
10uM e 20 uM). Em cada tubo de ensaio, foi adicionada uma semente de feijao-comum e 10
mL de meio de cultura com a respectiva dose de arsénio. Uma parte das sementes sera tratada
com um consorcio bacteriano contendo os 5 isolados tolerantes ao arsénio, 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 cdmara de
crescimento, com fotoperiodo de 16h a 25 °C por seis dias. O experimento foi feito em

triplicata e apds obtenc¢ao dos resultados, os dados foram submetidos a analise estatistica.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E DE PAREDE CELULAR

Os dez isolados foram submetidos a coloracdo de Gram, por meio da qual foi possivel
caracterizar morfologicamente cada isolado bacteriano. As morfologias encontradas foram,
em sua grande maioria, bacilos, sendo possivel observar um isolado com morfologia de cocos.
Dos dez isolados estudados, trés foram classificados como bactérias Gram negativas, por
apresentarem uma coloragdo rosa. Ja o restante, foram classificados como Gram positivos, por

apresentarem coloragdo roxa.

Quadro 3: Resultado da colora¢do de Gram e morfologia.

Isolado Coloracao de Gram/ morfologia
3ASAll Bacilos gram positivos
3 ASB 4a Bacilos gram positivos
3ASB 4b Bacilos gram negativo
7 CoB 4b Bacilos gram negativo
7TASA 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

Apds a inoculagdo dos isolados bacterianos em meio Luria-Bertania com diferentes
concentragdes de NaCl e incubagdo por 48h a 28°C, foi realizada, em espectrofotdmetro a
medi¢do da absorbancia a 600 nm e posteriormente foi gerado um heatmap dos resultados.
Foi possivel observar que o isolado bacterianos 4 (7 CoB 4b), em todas as concentragcdes nao
apresentou um bom crescimento quando comparado aos demais, visto que seu valor de

absorbancia se encontra negativo em algumas concentragcde 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 contragdes testadas, com valores de
absorbancia 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

concentracoes de NaCl avaliadas.

Quadro 4: Resultados apos a medicdo da OD dos isolados bacterianos. As cores indicam diferentes
resultados sendo que, quanto mais vermelho maior o nimero de bactérias presentes e quanto menor a saturagao
ou menos vermelho a cor se encontra menor o numero 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 la; Isolado 9=90 ASC 1b; Isolado 10=115 ASA 3. Fonte: Python
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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, apds a realizagdo da
metodologia descrita no tdpico anterior, ndo foi possivel observar nenhum halo de inibi¢do
em nenhuma das placas, ou seja 100% dos resultado foram negativos. Isso nos mostra que
dentro deste grupo, um isolado ndo inibe o crescimento do outro, permitindo trabalhar com

eles na forma de um consorcio. (Quadro 5 e Figura 14).
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Quadro 5: Resultado das placas do ensaio de potencial antagonista. Para resultado positivo (Sim), seria possivel
observar a presen¢a de um halo de inibi¢do ao redor da coldnia. Para resultado negativo (Ndo), nenhum halo é
observado. TB= Tapete bacteriologico, 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 Nao Nao |[Nao |[Nao ([Nao |Nao |Nio [Nao [Nao
2 Nao TB Nao |[Nao |[Nao ([Nao |Nao |Nio [Nao [Nao
3 Nao Nao B Nao |Nao |Ndo ([Nao |Nao |Nao |Nao
4 Nao Nao Nao TB Nao [Nao |Ndo |[Nao [Nao [Nao
5 Nao Nao Nao |Nao TB Nao |Nao [Nao |Nao |Nao
6 Nao Nio |Nao |Nao |[Nao |TB Nao [Nao |[Nio [Nao
7 Nao Nio |Nao |Nao ([Nao |Nao |TB Nio |Nao [Nao
8 Nao Nio |Nao |Nao |[Nao |Nio |Nao |TB Nao |Nao
9 Nao Nio |Nao |Nao |[Nao |Ndo |Nao |Nao |TB Nao
10 Nao Ndo [Nao [Ndo [Ndo |Nao ([Ndo |Nio |Nao |TB

Figura 14: Analise do crescimento do isolado 7ASAS5 no tapete bacteriano (Controle) em 48 horas,

tendo resultado negativo, ou seja, auséncia do halo de inibi¢do. Fonte: autoral
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5.4 PRODUCAO DE ENZIMAS HIDROLITICAS

5.4.1 Amilase

Os dez isolados do presente trabalho foram inoculados em meio diferencial para a
producdo de amilase. Apos o periodo de incubacdo de 48 horas, cinco isolados conseguiram
degradar o amido presente no meio, como relatado o Quadro 6, ou seja houve a produgdo da
enzima amilase. Além disso, foi calculado o indice enzimatico dos isolados, razdo do halo de
degradagdo e crescimento da coldonia dos isolados que produziram a amilase, sendo o isolado

3ASAI11 o que obteve o melhor resultado, 2,12 mm.

Quadro 6: Resultado da producdo da enzima hidrolitica amilase

Isolado Producao de amilase
3ASAIll 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: Grafico da produgéo da enzima hidrolitica 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

Indice enzimatico - amilase
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Figura 16: Placas petri com meio diferencial para produgdo de amilase apds 48 h de incubacdo. 1.Resultado
positivo: Presenga de um halo de degradagéo ao redor da colonia, isolado 3ASA11; Resultado negativo: auséncia

do halo de degradag@o, isolado 90ASC1b. Fonte: Autoral.

1 2

5.4.2 Celulase

Os dez isolados do presente trabalho foram inoculados no meio diferencial para a
produgdo de celulase. Apds o periodo de incubagdo de 48 horas, nenhum dos isolados
conseguiram degradar a celulose presente no meio, ou seja, ndo houve a producio da enzima

celulase.
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5.4.3 Pectinase
Os dez isolados do presente trabalho foram inoculados no meio diferencial para a
produgdo de pectinase. Ap6s o periodo de incubac¢do de 48 horas, nenhum dos isolados
conseguiu degradar a pectina presente no meio, ou seja, ndo houve a producdo da enzima

pectinase.

5.4.4 Protease
Os dez isolados do presente trabalho foram inoculados no meio diferencial para a
producdo de protease. Apds o periodo de incubagdo de 48 horas, nenhum dos isolados
conseguiu degradar os substratos proteicos presentes no meio, ou seja, nado houve a produgio

da enzima protease.

5.5 PRODUCAO DE ACIDO CIANIDRICO

Apos inoculagdo dos isolados do presente trabalho e incubacdo dos mesmos por 48h a
28°C, em meio diferencial para a produ¢do de acido cianidrico, ndo foi possivel observar
resultado positivo para nenhum dos isolados bacterianos, visto que, ndo ocorreu a mudanga
de cor do papel filtro, de amarelo para marrom, alteragdo que indicaria resultado positivo. Os

resultados deste ensaio podem ser visualizados na Figura 17.

Figura 17: Comparagdo entre o controle (1) e o isolado 30ASC 12 (2), tendo um resultado negativo para a

producio de acido cianidrico, devido a ndo transformagao da coloragdo do papel filtro de amarelo para marrom.
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5.6 FIXACAO DE NITROGENIO
Ap6s inoculagdo dos isolados do presente trabalho e incubagdo dos mesmos por 48h a
28°C, em meio diferencial para a fixagdo de nitrogénio, ndo foi possivel observar capacidade
de fixagdo de nitrogénio pelos isolados bacterianos, visto que, ndo ocorreua mudanca de cor
do meio de cultura de amarelo para azul esverdeado, alteracdo que indicaria um resultado

positivo. Os resultados deste ensaio podem ser visualizados na Figura 18.

Figura 18: Eppendorfs com meio diferencial para fixacdo de Nitrogénio ap6s 48 h de incubacio.
1.Resultado positivo: mudanca de cor do meio para azul esverdeado; Resultado negativo: Sem alteracdo da cor
do meio. 1= 3ASAll; 2= 3ASB 4a; 3= 3ASB 4b; 4= 7CoB 4b; 5= 7TASA 5; 6= 30ASC 12; 7= 60ASC 2; 8-
=90ASC 1a; 9= 90 ASC 1b; 10= 115 ASA 3 Fonte: Autoral .

5.7 PRODUCAO DE HORMONIOS VEGETAIS

A reta padrao para a comparacao da absorbancia colorimétrica da quantidade de AIA
produzido pelos isolados bacterianos foi construida com oito concentragoes de AIA comercial
(1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75, 100 ug mL"!, e gerou a equagdo y= 0,1363x - 0,1836, com R2=
0,9881 em que “y” representa a quantidade de auxina secretada na cultura liquida. O ensaio
colorimétrico com a utilizacdo da solugdo de Salkowski permite identificar e quantificar os
isolados capazes de produzir auxinas através da coloragdo vermelha. Porém, ndo foi possivel
identificar a mudanca de cor em nenhum dos isolados, indicando resultado negativo para

todos os isolados do estudo.
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5.8 CONCENTRACOES INIBITORIAS MINIMAS DE ARSENIO NAS TAXAS DE
GERMINACAO EM MEIO DE CULTURA VEGETAL

Os testes de concentragdes inibitorias minimas e maxima tém como objetivo avaliar a
partir de qual concentragdo de As®" e As’" ocorre a inibi¢do da germinacdo de Phaseolus
vulgaris. Apds a retirada das sementes no meio de cultura foi realizada a afericdo do

comprimento total, dos foliolos e da radicula.

Figura 19: Resultados do teste de concentragdes inibitorias minimas e maximas de Hidrogenarsenato de

sodio.

Controle

20pM  30pM  40pM  50pM 60uM

ﬂ < Hmip o o »

10puM 7 15uM 20pM 25uM

Figura 20: Resultados do teste de concentragdes inibitorias minimas e maximas de Metarsenito de sodio.

Controle

LY
10pM  15u,M  20pM  25uM

- &

Em As> | emrelagdo ao comprimento total as doses que apresentaram significdncia
estatistica foram, 10uM, 20uM, 30uM, 40uM, 50uM, e 60 uM. Em relagdo aos resultados
das radiculas, doses de 10uM, 20uM, 25uM, 30uM, 40uM, 50uM e 60uM obtiveram p-valor
<0,05; e nos foliolos as doses deSuM, 10uM, 20uM, 30uM, 40uM, 50uM e 60uM. A doses
que apresentaram inibicao do crescimento das sementes foram, em sua maioria, descartadas,

somente a dose de 50uM serd mantida devido ao seu p-valor 0,0002. As concentragcdes em
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que as sementes apresentaram inibicdo parcial de crescimento, ou seja, obtiveram
desenvolvimento levemente afetada como a concentracdo de 25uM, foram utilizadas nos
experimentos seguintes. Além disso, a dose que de 5uM foi utilizada por apresentar

significancia estatistica, além de apresentar um crescimento normal.

Em As’" | em relagdo as doses testadas, aquelas que obtiveram um p-valor < 0,05
foram consideradas significativas. No tamanho total, as doses significativas foram,
1uM ,9uM, 10uM, 15uM, 20uM e 25uM, sendo a dose de 1uM menor p-valor (0,0002). Nas
radiculas, apenas a dose de 25uM apresentou significancia estatistica; e, nos foliolos as doses
de 5uM, 9uM, 20uM e 25uM. Novamente, as doses que apresentaram inibicao do
crescimento das sementes foram em sua maioria, descartadas, somente a dose de 20uM foi
mantida. As concentragdes em que as sementes apresentaram inibigao parcial de crescimento,
como de 25uM, foram utilizadas nos experimentos seguintes. Além disso, a dose que de 1uM
foi utilizada por apresentar significincia estatistica 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 concentragdes de Hidroarsenato de sodio; A: Desenvolvimento total, B: Desenvolvimento dos foliolos,

C: Desenvolvimento das radiculas; 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 concentra¢des de Metarsenito de sddio; A: Desenvolvimento total, B: Desenvolvimento dos foliolos, C:

Desenvolvimento das radiculas; p-valor (*)<0,01,(**) 0,001; (***)0,0001; (****)0,00001
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59 TAXA DE GERMINACAO DAS SEMENTES COM E SEM ARSENIO E NA
PRESENCA E AUSENCIA DOS ISOLADOS BACTERIANOS EM MEIO DE CULTURA
VEGETAL

Os testes de germinacdo com a presenca e auséncia de arsénio e do consodrcio
bacteriano nas sementes de feijdo-comum tem como objetivo avaliar se as cepas bacterianas
influenciaram no crescimento vegetal na presenga de As’" e As*". Apds a retirada das
sementes no meio de cultura foi realizada a aferi¢cdo do tamanho total, foliolos e radicula. A
sele¢do dos isolados para a realizagdo do consorcio foi baseada na alta resisténcia as formas
quimicas de arsénio, sendo os isolados 60ASC 2 e 0 115 ASA 3 os mais tolerantes, podendo
resistir a doses de até 1000mM e os demais isolados resistindo a doses de até 300 mM de As>*
e 10mM As’". Nos ensaios com As’", sem a presenca dos isolados bacterianos, a
concentracdo de SuM promoveu maior crescimento em comparacgao as demais concentragdes.
Entretanto, esse crescimento ainda foi inferior em relagio ao controle. Com As**, observou-se
comportamento semelhante, em que apenas a menor dose (IuM) resultou em maior
desenvolvimento em relagdo as demais concentracoes.

Por outro lado, ao analisar os resultados na presenga do consorcio bacteriano,
verificou-se que nenhuma das concentragdes de As’" apresentou germinagdo, incluindo o
controle. Ja na concentragdo de 5 uM deAs>* 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 presenga e auséncia consorcio bacteriano, com as devidas doses de

As*" e As® néo foi possivel obter significancia estatistica.
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Figura 23: Desenvolvimento das sementes de Phaseolus vulgaris inoculadas em meio de cultura com
diversas concentragdes de Hidroarsenato de sodio; A: Desenvolvimento total, B: Desenvolvimento dos foliolos,

C: Desenvolvimento das radiculas
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de bactérias resistentes ao
arsénio na promocao do crescimento vegetal em sementes de feijado-comum. Para isso, foram
utilizados isolados bacterianos obtidos por Rocha (2021), dos quais trés apresentaram
coloracdo Gram-positiva e o restante, Gram-negativa. De acordo com o estudo mencionado,
os isolados apresentaram caracteristicas com potencial para estimular o crescimento vegetal
em ambientes contaminados por arsénio, criando a possibilidade de se obter uma ferramenta
biotecnoldgica para regides propensas a contaminacdo por esse semimetal. Logo, torna-se de
suma importincia aprofundar as pesquisas com o objetivo de resolver essa questao.

A salinidade dos solos afeta muitas vezes a produgdo da agricultura, através de varios
fatores de estresse ambiental, além de diminuir a produtividade e interferir diretamente na
satde e qualidade das plantas (Kumar e Verma, 2018). As PGPBs sdo capazes de atenuar os
efeitos negativos do estresse nas plantas, influenciando no crescimento vegetal, através da
regulacdo de processos fisiologicos e moleculares (Poria, V et al., 2021). Diante disso, ao
avaliar o crescimento dos isolados bacterianos resistentes ao Arsénio, em diferentes niveis de
salinidade, fez com que uma faixa ideal de desempenho fosse identificada, além de observar a
capacidade de sobrevivéncia 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 ¢ o de Sanchez et al. (2023), que investigou a agdo de bactérias
halotolerantes em relagdo 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 exopolissacarideo, que
favoreceu o acumulo de osmoprotetores (como prolina, GABA ¢ putrescina) e a expressao de
genes relacionados a homeostase i0nica, resultando em maior biomassa e crescimento vegetal.
Esses achados reforcam o papel de PGPBs adaptadas a ambientes extremos como agentes
promotores do crescimento vegetal, mesmo sob estresses abidticos. Ademais, no presente
trabalho, os isolados 3 ASB 4b, 90 ASC 1a, 90 ASC 1b, 115ASA3 obtiveram um resultado
satisfatorio em todas as concentragdes (Quadro 5), indicando a capacidade de sobreviver e
crescer em condi¢des diversas, isto faz com que ganhem destaque para uma promogdo de
crescimento vegetal em locais com diferentes faixas de salinidade.

Ao realizar o ensaio de potencial antagonista, cujos resultados estdo apresentados no
quadro 4, observou-se a auséncia de halo de inibigdo nas interagdes entre os isolados

bacterianos e o tapete bacteriologico. Esse resultado demonstra a possibilidade do uso desses
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isolados em consodrcio, uma vez que, ndo ha inibicdo de crescimento entre eles. Resultados
preliminares divulgados por Rocha (2021) demonstram a resisténcia desses microrganismos a
diferentes formas quimicas de arsénio e diferentes concentragdes, tais resultados reforgam a
existéncia de diferentes mecanismos de resisténcia das cepas bacterianas. Dessa forma, ao
utilizar um consoércio bacteriano com tais cepas, o potencial de sucesso em futuras aplicagdes
de biorremediagdo aumenta, especialmente em ambientes com diferentes concentragdes e
formas quimicas de arsénio.

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 énfase na atividade enzimatica, principalmente na producao de
enzimas hidroliticas. Tal estudo apresentou e identificou caracteristicas comuns entre as
PGPB e suas enzimas, a partir de isolados obtidos da rizosfera da Alcachofra de Jerusalém.
Os microrganismos testados apresentaram produgdo diversificada de hidrolases, como
celulase, protease, fosfatase e urease. Entre tais microrganismos, destaca-se o Bacillus subtilis
S42, cuja atividade enzimdtica, afetou diretamente nos parametros de desenvolvimento
vegetal, assim como na altura da planta, biomassa e crescimento radicular, além de produzir
sidero6foros, amonia e acido indolacético (AIA), conforme também relatado por El-Deeb et al.
(2019), Liu et al. (2016) e Passari et al. (2016).

No presente trabalho, nao foi possivel observar a produ¢ao das enzimas hidroliticas,
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
acUcares simples, proporcionando uma fonte de carbono, energia e disponibilizando esses
nutrientes a0 ambiente (Gupta et al, 2012). Quando comparamos as enzimas hidroliticas, a
produgdo de HCN esta entre os metabolitos volateis produzidos por algumas PGPBs que
podem causar inibi¢do de fitopatdgenos, como o caso ja descrito em Lanteigne (2011) em que
Pseudomonas sp. LBUM300 mostrou potencial de controlar lesdes induzidas por Clavibacter
michiganenis em plantas de tomate. Em contrapartida, no presente trabalho, nenhum dos
isolados foram capazes de produzir HCN, contudo, a auséncia de producdo de HCN nao
exclui o potencial da bactéria como promotora de crescimento vegetal, ja que muitas cepas
bacterianas atuam por meio de outros mecanismos, como a produgdo de AIA, siderdforos,

solubilizacdo de fosfato e fixacdo de nitrogénio (Glick, 2012; Lugtenberg; Kamilova, 2009).
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O nitrogénio ¢ um dos elementos quimicos essenciais para o desenvolvimento vegetal,
sendo fundamental para o crescimento das plantas além da producdo de frutos e sementes
(Mahmud et al., 2020). O nitrogénio atmosférico nao pode ser absorvido diretamente pelas
plantas, porém, algumas bactérias fixadoras, como Klebsiella, Rhodospirillum, Rhizobium,
Clostridium, Azospirillum spp., Azoarcus spp. € Enterobacter, sdo frequentemente utilizadas
como biofertilizantes (Nosheen, Ajmal & Song, 2021), atuando tanto em associagdes
simbidticas com as raizes quanto de forma ndo simbidtica, auxiliando na absor¢do de
nutrientes (Batista et al., 2018). Galindo et al. (2024) demonstraram que consorcios
microbianos envolvendo Azospirillum brasilense ¢ Bacillus subtilis, combinados com
diferentes concentracdes de nitrogé€nio, promovem melhorias significativas no crescimento
das raizes e da parte aérea, além de aumentar a absor¢do de CO:, e a taxa de transpiragao.
Gasparetto et al. (2023) também observaram que a inoculagdo desses consorcios nas sementes
elevou o rendimento de graos e o acimulo de nitrogénio no trigo. Porém, ao se analisar os
resultados (figura 20), ndo foi possivel observar a fixacdo de nitrogénio nos isolados do
presente trabalho, visto que a mudanga cor do meio de cultura ndo ocorreu.

As atividades fisioldgicas de uma planta sdo reguladas por um ou mais hormdnios
vegetais, como a auxina, citocinina, giberelina, acido abscisico, etileno, acido salicilico, e
acido jasmonico. O acido indol-3-acético (AIA) ¢ a auxina mais encontrada nas plantas, e
possui caracteristicas como a regulacdo do crescimento vegetal, sendo importantes na
regulacdo fisiologica bacteriana, além da adaptacdo a condi¢des de estresse € na comunicagao
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 condigdes de estresse, como alta acidez, choque
osmotico, radiagdo UV e variacdo térmica, em comparacdo a cepa selvagem. Tais autores
observaram que essa cepa foi capaz de produzir, também, niveis mais elevados de
lipopolissacarideo, polissacarideo extracelular e biofilme, favorecendo a adesdo as superficies
das plantas e prote¢do contra dessecagao, compostos antibacterianos e baixas temperaturas.

Em contrapartida, os resultados para a producao de AIA, nao obtiveram um resultado
positivo. Porém, trabalhos como o de Rothballer et al. (2005), sugerem que a biossintese de
AIA ¢ estimulada quando a bactéria esta em contato com uma planta hospedeira, como citado
no artigo, a atividade do promotor ipdC aumentou quando Azospirillum brasilense Sp7 foi
associada a raizes de trigo. Outros autores como Brandl e Lindow (1997) e Brandl et al. (2001)

revelaram que a expressao de ipdC aumentou 32 vezes quando houve contato em folhas de
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feijao e tabaco, e 1000 vezes em flores de pera em comparagdo com a indu¢do em meio de
cultura.

Ao realizar o ensaio com as doses inibitoérias minimas e maximas com as sementes de
feijdo comum, foi possivel observar que o arsénio, independentemente de sua forma quimica,
exerce efeitos toxicos no crescimento das plantas. A medida que as concentragdes de As’ ¢
As*" aumentaram, observa-se uma redug¢io no tamanho das sementes germinadas. Além disso,
0 arsenito promoveu uma maior inibi¢do, até em doses mais baixas, como as doses de 3uM,
quando comparado ao arsenato que apresentaram uma maior inibicdo a partir de 10uM.
Gusman et al. (2013) avaliaram os efeitos toxicos de As’" e As’* em plantas de alface
(Lactuca sativa), e observaram uma redugdo no crescimento, na taxa de assimilagdo de CO: e
nos parametros de fluorescéncia da clorofila. Mesmo que os autores ndo tenham identificado

danos estruturais ao aparato fotossintético, houve um maior comprometimento funcional,

especialmente sob exposi¢do do As**

A toxicidade das espécies quimicas de arsénio trabalhadas apresentam caracteristicas
bioquimicas diferentes, tendo o arsenito mais moével nos tecidos vegetais, em relacdo ao
arsenato, sendo facilmente absorvido pelas raizes por meio de canais de aquaporinas, € uma
vez internalizado esta espécie quimica se liga fortemente a grupos sulfidrila de proteinas,
inibindo enzimas-chave e interferindo em processos fisiolégicos fundamentais, como a
fotossintese e a respiracao celular (Tripathi et al., 2007; Gusman et al., 2013). As doses
escolhidas para dar continuidade ao trabalho foram de 5uM, 25uM e 50 uM para As>* e de
1uM, 10uM e 20 uM para As** doses estas que nos permitiu identificar diferentes condigdes
de crescimento sendo elas levemente afetadas, intermediarias e inibitorias.

Considerando esses efeitos inibitorios, o préximo ensaio buscou avaliar se o
consorcio bacteriano, previamente selecionado por sua resisténcia ao arsénio, seria capaz de
diminuir os impactos, além de favorecer o crescimento das plantas expostas a concentragdes
de As*". Os resultados deste trabalho mostram que, na presenca do consorcio bacteriano,
nenhuma concentra¢do de As*" germinou, incluindo o controle, enquanto a concentragdo de 5
uM de As>* se desenvolveu melhor em rela¢do ao controle, porém nio se obteve resultados
com significancia estatistica, isto revela que a associacdo planta- microrganismo pode atenuar
parcialmente os efeitos toxicos do As®*, porém em As*', por ser mais toxico ndo foi possivel
observar nenhuma diferenca. Mukherjee et al. (2018) demonstraram que um consoércio
bacteriano endofitico aplicado a Solanum nigrum melhorou o crescimento da planta exposta

ao arsénio por meio de multiplos mecanismos, incluindo a melhoria da nutricdo, o aumento da
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eficiéncia fotossintética e a regulacdo do estresse oxidativo. Esses achados reforcam a
necessidade de se realizar novas réplicas para que os resultados sejam ainda mais confidveis,
ajudando a reforgar a importancia da utilizacdo de consoércios bacterianos na promogdo de

crescimento vegetal em condigdes adversas.

7. CONCLUSAO

Os resultados do ensaio de potencial antagonista demonstraram que todos os isolados
bacterianos podem ser utilizados em consodrcio, o que possibilita uma maior taxa de sucesso
de detoxificagdo em ambientes com diferentes niveis de contamina¢do 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
hidroliticas, para a HCN, para a fixacdo de nitrogénio e para a producdo de hormonios
vegetais, ndo se deve descartar o potencial desses microrganismos de serem bons promotores
de crescimento vegetal em substrato contaminado com arsénio. Isso porque, ao serem
utilizados junto as sementes de P. vulgaris apresentaram uma melhora visual nas taxas de
germinagdo e desenvolvimento da plantula, mesmo que ndo tenha obtido uma significancia
estatistica.

Dessa forma, os achados do presente trabalho refor¢gam que, mesmo diante de
limitagdes em algumas caracteristicas associadas a promog¢do de crescimento vegetal, a
resisténcia a diferentes espécies quimicas de arsénio, a tolerancia a salinidade e a capacidade
de detoxificar esse semimetal demonstradas pelos isolados ainda possuem grande relevancia.
Com isso, a utilizagdo dessas bactérias em processos futuros de biorremediagdo mostra-se
promissora para mitigar os impactos de ambientes contaminados com arsénio, ampliando o

potencial de aplica¢do dos isolados bacterianos em uma agricultura sustentavel.
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