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GENOMICA APLICADA A PREDIGAO DOS MECANISMOS MOLECULARES
DE RESISTENCIA AOS METAIS POTENCIALMENTE TOXICOS E
PROMOGAO DE CRESCIMENTO VEGETAL EM Rhizobium sp. LBMP-C04

RESUMO - A associagao de microrganismos com plantas hiperacumuladoras
de metais potencialmente toxicos (MPT) para remover, transferir ou estabilizar
esses elementos do solo é uma ferramenta adequada para processos de
biorremediagdo de ambientes contaminados. A capacidade dos
microrganismos em resistir a esses ambientes depende de fatores bioquimicos,
estruturais, fisioldgicos e de adaptagédo genética deles. Sendo assim, o objetivo
desde trabalho consiste na avaliacdo da capacidade do isolado Rhizobium sp.
LBMP-C04 em ser usado para biorremediacdo e promog¢do de crescimento
vegetal em solos contaminados com metais. Para isso, nesse trabalho foi
realizada a predigcdo de genes relacionados ao metabolismo de MPT, genes de
promoc¢ao de crescimento e genes de resisténcia a antimicrobianos, bem como
a realizagcdo de testes bioquimicos para comprovar essas caracteristicas in
vitro da bactéria Rhizobium sp. LBMP-C04. Através das anotacdes funcionais
do genoma sequenciado foi possivel predizer uma variedade de genes
relacionados a resisténcia aos MPT, de promocido de crescimento vegetal e
resisténcia a antimicrobianos no genoma bacteriano. Os genes de resisténcia
estdo associados principalmente a mecanismos relacionados a bombas de
efluxo, reparo de danos ao DNA e na importagdo ou exportacdo de metal nas
células bacterianas, a fim de manter a homeostase celular. Os genes que
promovem o crescimento vegetal estdo relacionados com os mecanismos de
tolerancia ao estresse osmotico, solubilizagdo de fosfato, metabolismo do
nitrogénio, fixagdo biologica de nitrogénio, formag&o de biofilme, respostas ao
choque térmico e a biossintese de acido indol-3-acetico (AlA), de triptofano e
de acidos orgéanicos. Os resultados bioquimicos indicam que o isolado
Rhizobium sp. LBMP-C04 é capaz de solubilizar fosfato de calcio, produzir
sideréforos e compostos inddlicos in vitro; o isolado foi resistente aos
antibioticos ampicilina, amoxicilina, rifampicina, acido nalidixico e trimetropina.
O isolado Rhizobium sp. LBMP-C04 apresentou MIC de 5, 14, 13, 12, 48 e 401
mmol dm™ respectivamente aos metais Cd**, Cu?*, Cr®*, Cr**, Zn? e Ni**, além
de ter sido detectado acumulo intracelular desses metais, demostrado pela
remocdo de metais do meio de cultivo e por microscopia eletrénica de
transmissdo. Os resultados observados indicam a possibilidade de se utilizar o
isolado Rhizobium sp. LBMP-C04 como uma bactéria eficiente em processos
de biorremediacio e fitorremediagcao de ambientes contaminados por metais
potencialmente toxicos por apresentar resisténcia a diversos metais e ter
possibilidade de atuar como promotora de crescimento em plantas
bioacumuladoras

Palavras-chave: biorremediacao; fitorremediagdo; genes de resisténcia;
metais pesados; sequenciamento genético



GENOMES APPLIED TO THE PREDICTION OF MOLECULAR
MECHANISMS OF RESISTANCE TO POTENTIALLY TOXIC METALS AND
PROMOTION OF PLANT GROWTH IN Rhizobium sp. LBMP-C04

ABSTRACT - The association of microorganisms with hyperaccumulating
plants of potentially toxic metals (PTM) to remove, transfer or stabilize these
elements from the soil is a suitable tool for bioremediation processes in
contaminated environments. The ability of microorganisms to resist these
environments depends on biochemical factors, physiological adaptations and
their genetic adaptation. Therefore, the objective of this work is to evaluate the
isolation capacity of Rhizobium sp. LBMP-C04 to be used for bioremediation
and plant growth promotion in metal contaminated soils. For this purpose, in this
work a prediction of genes related to PTM metabolism, growth promotion genes
and antimicrobial resistance genes was performed, as well as the performance
of biochemical tests to prove these characteristics in vitro of the bacterium
Rhizobium sp. LBMP-C04. Through the linked annotations of the sequenced
genome, it was possible to predict a variety of genes related to PTM resistance,
plant growth promotion and antimicrobial resistance in the bacterial genome.
Resistance genes are mainly associated with components related to efflux
pumps, repair of DNA damage and the import or export of metal in bacterial
cells, in order to maintain cell homeostasis. Genes that promote plant growth
are related to mechanisms of osmotic stress tolerance, phosphate
solubilization, nitrogen metabolism, biological nitrogen correction, biofilm
formation, heat shock responses and indole-3-acetic acid biosynthesis (IAA),
tryptophan and organic acids. The biochemical results indicate that the isolate
Rhizobium sp. LBMP-C04 is able to solubilize calcium phosphate, produce
siderophores and indole compounds in vitro; 0 was an isolate resistant to the
antibiotics ampicillin, amoxicillin, rifampicin, nalidixic acid and trimethoppine.
The isolate Rhizobium sp. LBMP-C04 presented MIC of 5, 14, 13, 12, 48 and
401 mmol dm™ respectively to the metals Cd**, Cu®**, Cr®*, Cr**, zn? and Ni*",
in addition to having detected intracellular accumulation of these, demonstrated
by metal metals metals in the culture medium and by transmission electron
microscopy. The observed results indicate the possibility of using the isolate
Rhizobium sp. LBMP-C04 as an efficient bacterium in bioremediation and
phytoremediation processes in environments contaminated by potentially toxic
metals due to its resistance to several metals and being able to act as a growth
promoter in bioaccumulating plants

Keywords: bioremediation; phytoremediation; genetic sequencing; heavy
metals; resistance gene



1 INTRODUGAO

Os metais potencialmente toxicos (MPT) (Ali and Khan, 2018) podem
causar desnaturagdo de proteinas (Hg?*, Pb?*, Cd®"); inibir a divisdo celular
(Hg*, Pb*, Cd** e Zn?*), a atividade enzimatica (Hg®*, Pb**, Cd**, Cu**, Ni** e
Zn?*) e a transcricdo (Hg?*, Pb**, Cd**); podem causar ruptura da membrana
celular (Hg®*, Pb*, Ni**, Cu?* e Cd?**) e danos no DNA (Hg?*, Pb**, As** e Cd*")
(Fashola et al., 2016a). Para resistir e sobreviver ao ambiente téxico, muitas
bactérias desenvolveram mecanismos de resisténcia ao estresse induzido por
MPT. A capacidade de resistir a esses ambientes depende de fatores
bioquimicos, estruturais, fisioldgicos e de adaptacao genética. Determinantes
genéticos responsaveis pela resisténcia aos MPT sdo encontrados em muitas
bactérias. Esses determinantes de resisténcia sdo mediados pelo genoma
cromossdmico, plasmideos ou transposons e envolvem muitos genes
resistentes a metais agrupados por operons como czcD, nccA, pco, cop, mer,
ars (Nies, 2003; Fashola et al., 2016a).

A utilizacdo de microrganismos com propriedades de resisténcia a
multiplos metais e capacidade de promover o crescimento das plantas em
simbiose com plantas que acumulam metal para remover, transferir ou
estabilizar os contaminantes do solo, torna esta técnica uma das escolhas mais
adequadas para estudos de biorremediacao (Khan et al., 2009). Esta técnica,
denominada  fitorremediacdo, utiliza ervas e plantas lenhosas
hiperacumuladoras, capazes de remover, absorver ou tornar inofensivos
contaminantes ambientais, como os MPT, compostos orgénicos e compostos
radioativos no solo ou na agua, devido a sua capacidade de transporte e
acumulo de contaminantes. Esse processo de remediacdo € um método seguro
e promissor, sendo que as Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal
(BPCV) sao ideais para aumentar a eficiéncia dessa tecnologia, pois podem
proporcionar um aumento no crescimento de plantas mesmo na presenca de
niveis elevados de metais, através de mecanismos diretos e indiretos de
promoc¢ao de crescimento, bem como aumentar a biodisponibilidade desses

metais no solo (Ullah et al., 2015).



O Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP)
possui uma colegcdo de rizdbios isolados de diversos ambientes e hospedeiros
e estuda esses isolados para possiveis aplicagbes biotecnolédgicas. O isolado
Rhizobium sp. LBMP-CO04 foi estudado anteriormente por Moretto (et al., 2015),
nesse estudo os autores observaram que o isolado apresentava relativa
resisténcia aos ions metalicos Cu?* e Cr®", entretanto na presenca desses
elementos, sofriam algumas alteracbes em seus metabolismos, relacionadas

principalmente a producao de exopolissacarideos.

Sendo assim, o objetivo desde trabalho consiste na avaliagdo da
capacidade do isolado Rhizobium sp. LBMP-C04 em ser usado para
biorremediacdo e promocao de crescimento vegetal em solos contaminados
com metais. A fim de compreender os processos metabdlicos envolvidos na
homeostase dos metais por suas células e de genes de promocido de
crescimento foi realizado o sequenciamento completo do genoma do isolado
Rhizobium sp. LBMP-C04 e a predicdo dos genes de interesse. Além disso,
avaliou-se, por testes bioquimicos e microbiolégicos para comprovar essas
caracteristicas in vitro desse isolado em relagdo a resisténcia aos MPT,
antimicrobianos e producdo de moléculas envolvidas na estimulacdo do
desenvolvimento vegetal. Nesses estudos, também foi possivel classificar o
isolado rizobiano e fornecer uma base tedrica para aplicagdo deste

microrganismo em processos de biorremediacgao.
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5. CONCLUSAO

E importante estudar os genes presentes no genoma do isolado
Rhizobium sp. LBMP-C04 a fim de predizermos quais estdo presentes e
associa-los aos mecanismos de resisténcia que temos descritos na literatura.
Desta forma pode-se definir sobre a possibilidade ou ndo do uso desse
organismo em processos de biorremediagado. O isolado Rhizobium sp. LBMP-
C04 apresentou similaridade com a estirpe Rhizobium ftropici CIAT 899,
entretanto, os valores de ANl e DDH encontrados estdo abaixo do limite
necessario para inclusao na espécie Rhizobium tropici. Outros estudos sao

necessarios para a classificacao real desse isolado rizobiano.

Por outro lado, o Rhizobium sp. LBMP-C04 apresenta potencial para
aplicagdo em processos de biorremediagdo. Foi observado nos estudos
gendmicos uma variedade de genes associados a mecanismos de resisténcia a
MPT através de bombas de efluxo que sdo usadas para eliminar a sobrecarga
desses metais no citoplasma, reparacdo de danos ao DNA e genes que

codificam para proteinas reguladoras envolvidas na resisténcia aos MPT.

Caracteristicas envolvidas com a capacidade de promog¢ao de

crescimento vegetal foram observadas pelos genes preditos e confirmadas por
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testes de solubilizagdo de fosfato, formagao de sideréforos e produgao de AlA.
O isolado se mostrou resistente a diferentes metais, com capacidade de
bioacumulagdo, mas sem grande capacidade de remogao desses elementos do
meio de cultivo, 0 que novamente sugere o uso de bombas de efluxo como um

dos principais mecanismos de resisténcia aos MPT estudados.

Os dados obtidos corroboram para selecionar o isolado Rhizobium sp.
LBMP-C04 como uma bactéria que pode ser eficiente para processos de
fitorremediacdo de ambientes contaminados por MPT, uma vez que nosso
isolado pode se associar com plantas hiperacumuladores de MPT e estimular
seu crescimento e ainda ser resistente a altas concentragdes de metais

presentes nesses ambientes contaminados.
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