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HIPERACUMULACAO DE CADMIO EM PLANTULAS DE Cajanus Cajan
INOCULADAS COM Pseudomonas

RESUMO — O cadmio (Cd) é um metal pesado que mesmo sob baixas
concentragbes, € toxico. Alguns micro-organismos possuem a habilidade de
responder positivamente as quantidades nocivas desse metal. Nesse trabalho,
bactérias foram isoladas da torta de filtro, um subproduto da indlstria agroenergética
e testadas quanto a resisténcia ao Cd, solubilizacdo de fosfato (SF) e producéo de
fitormbnio de crescimento (AlA). A bactéria que mais se destacou nos testes
anteriormente citados foi inoculada em sementes de feijao guandu (Cajanus cajan L.
Millsp) e o beneficio promovido pela interagdo na germinacdo e desenvolvimento
das plantulas estressadas pelo Cd foi avaliado. A partir do sequenciamento parcial
do gene 16S rRNA, foi possivel comprovar com 91% de similaridade que o isolado
selecionado pertence ao género Pseudomonas. Os resultados inferidos pelo
espectrofotometro de absorcdo atbmica mostraram que a capacidade de retencao
de Cd, foi maior nos materiais provenientes das sementes inoculadas e que a
capacidade de absorcdo da raiz em relacdo a parte aérea foi 80% maior. Assim, a
partir desse estudo foi possivel observar que as plantulas inoculadas com
Pseudomonas absorveram mais metal do meio. O estudo de plantulas
hiperacumuladoras de Cd pode fornecer informacdes importantes para a melhor
compreensao desta tolerancia.

Palavras-chave: Acido indol acético, feijio guandu, fitorremediacdo, metal pesado,
solubilizac&o de fosfato



Vii

CADMIUM HYPERACCUMULATION IN Cajanus cajan SEEDLINGS
INOCULATED WITH Pseudomonas

ABSTRACT - Cadmium (Cd) is a heavy metal that even at low concentrations
IS toxic. Some microorganisms have the ability to respond positively to harmful
amounts of this metal. In this study, bacteria were isolated from the filter cake, a
bioproduct of the bioenergy industry and tested for resistance to Cd, phosphate
solubilization (PS) and growth phytohormone production (IAA). The bacterium that
stood out in the tests mentioned above was inoculated on pigeon pea (Cajanus cajan
L. Millsp) seeds and the beneficial interaction for germination and seedling
development stressed by Cd was evaluated. From the partial 16S rRNA gene, it was
possible to observe that with 91% similarity the bacterial isolate selected belongs to
the genus Pseudomonas. The results inferred by atomic absorption
spectrophotometer showed that the retention capacity of Cd was higher in materials
from inoculated seeds and that the root to shoot ratio absorption capacity was 80%
higher. Thus, from this study it was observed that the seedlings inoculated with
Pseudomonas retained a higher amount of metal. The study of Cd
hyperaccumulators seedlings can provide important information for better
understanding of this tolerance.

Keywords: indole acetic acid, Pigeon pea, phytoremediation, heavy metal,
phosphate solubilization
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1 INTRODUCAO

Durante a safra 2012/13 foram moidas 588,92 milhdes de toneladas de cana
de aclcar e para esta safra € esperado um aumento de 10,70% (CONAB, 2013) na
producdo. No processo de moagem, para cada tonelada de cana moida séo gerados
30 kg de torta de filtro, um subproduto utilizado no solo para cultivo tanto para
fornecer nutrientes, uma vez que é rico em fésforo, quanto para corrigir a acidez
(NARDIN, 2007). Contudo, pesquisas veem reportando que o uso deste subproduto
eleva a quantidade de alguns metais pesados disponiveis no solo como, por
exemplo, o Cd (RAMALHO; SOBRINHO, 2001). A contaminacao por Cd pode
resultar também da eroséo do solo e de atividades humanas tais como a mineracgao,
industria e agricultura (PRAPAGDEE et al., 2013) pelo uso de fertilizantes fosfatos
gue contém em sua composicao altas concentracfes desse metal.

A presenca do Cd na atmosfera, no solo e na agua pode causar problemas
sérios para todos os organismos, e sua bioacumulacédo na cadeia alimentar pode ser
altamente perigosa (GALLEGO et al., 2012). Neste momento, a busca por micro-
organismos e plantas capazes de biorremediar ambientes contaminados, torna-se
uma opc¢ao viavel e altamente eficaz.

‘A fitorremediacéo, refere-se basicamente ao uso de plantas e micro-
organismos associados ao solo, para reduzir as concentragfes ou efeitos toxicos de
contaminantes nos ambientes” (GREIPSSON, 2011). Essa é uma tecnologia
relativamente recente com pesquisas realizadas principalmente durante as ultimas
duas décadas (1990 em diante). O conceito de fitorremediacdo (como fitoextracao)
foi sugerido por Chaney (1983) (ALl et al., 2013).

J& foi reportada a capacidade de Cajan cajanus, fitroextrair Cd e Zinco (Zn)
(PONIEDZIALEK et al., 2010) e crescer sob altas concentragdes de Chumbo (Pb)
(SINHAL et al.,, 2011). Esse feijdo pertencente a familia das Fabaceas, uma
leguminosa usada tanto para alimentacdo como para cobertura e forragem, possui
altos niveis de proteinas e aminoacidos importantes, como a metionina, lisina e
triptofano (PAL et al., 2011).

A habilidade de fitorremediacdo pelo género Pseudomonas, que engloba

bactérias gram-negativas, aerodbias, baciliformes da familia Pseudomonadaceae,



tem sido amplamente difundido, como é o exemplo da Pseudomonas putida KT2440
uma estirpe modelo na biorremediagcéo (YONG et al. 2014) devido a sua capacidade
biodegradadora.

Assim, pelas caracteristicas positivas apresentadas pelo cultivo do guandu;
com o0 aumento cada vez mais significativo do uso de fertilizantes fosfatados e da
torta de filtro nos solos; com os beneficios apresentados pelas pseumonadas, o
objetivo geral desse estudo foi avaliar a capacidade de isolados bacterianos da torta
de filtro quanto a habilidade de desenvolvimento em meio com altas concentracdes
de Cd; capacidade de solubilizacdo de fosfato; de producdo de &cido indol acético
(AIA) e pela bactéria que obteve destaque nos testes realizados, a capacidade de

bioaumentar a acumulacédo de Cd pelas plantulas de feijdo guandu.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A torta de filtro como fonte para prospeccao bacteriana

A torta de filtro (TF) é um residuo composto da mistura de baga¢co moido e
lodo de decantacéo, sendo proveniente do processo de clarificacdo do acucar. Sua
composicdo é variavel, em fungéo da variedade da cana, tipo de solo, maturacédo da
cana, processo de clarificacdo do caldo e outros (ALMEIDA, 1944; NARDIN, 2007).
Para cada tonelada de cana moida sao produzidos cerca de 30 kg de torta. Na
medida em que a torta € um lodo decantado, verifica-se a concentracao de diversos
metais: aluminio (Al), manganés (Mn), Zn e ferro (Fe); € também um composto
organico (85% da sua composicao) rico em calcio (Ca), nitrogénio e potassio com
composic¢des variaveis dependendo da variedade da cana e da sua maturacdo. Em
funcdo de sua caracteristica organica, o residuo apresenta elevada Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO), 0 que causa poluicdo se carreado em direcdo aos
corpos d"dgua (DE ANDRADE & DINIZ, 2007). Ap6s a separacdo industrial, tal
residuo é acumulado em areas ao ar livre, diretamente sobre o solo (Figura 1), para

armazenamento temporario até seu destino final, na adubacao da cana.



Figura 1: Torta de filtro semicomposta
Foto: Raffaella Rossetto

Durante o processo de clarificagdo do caldo, a adicdo de produtos que
auxiliam na floculacdo das impurezas pode aumentar o teor de alguns minerais,
principalmente fésforo e célcio. Cerca de 30% do conteudo total de fésforo aparece
na forma organica e o nitrogénio predomina na forma proteica, propiciando lenta
liberacdo desses elementos e consequentemente alto aproveitamento pelas plantas.
A torta além de fornecer nutrientes as plantas, quando incorporada ao solo em
grandes quantidades apresenta propriedades corretivas da acidez do solo. A matéria
organica (MO) presente na TF traz grandes beneficios a cana-de-acgUcar, dentre
eles: Presenca de micronutrientes; os minerais nela contidos estdo menos sujeitos a
lixiviagdo; aumento da capacidade de troca catidnica (CTC) dos solos na regido
onde a torta foi aplicada; capacidade de reter maiores quantidades de agua, que
podem suprir deficiéncias hidricas, principalmente na brotacdo; propicia melhores
condicdes fisico-quimicas e microbiologicas para o desenvolvimento da planta
(PENATTI, 1991; NARDIN, 2007).

Ramalho e Sobrinho (2001), ap6s avaliarem dois cambissolos com torta de
filtro, verificaram que os resultados apresentaram aumentos significativos para Cd,
Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Niquel (Ni) e Pb, sendo que na extracdo
sequencial, os resultados mostraram que a maior percentagem desses elementos
encontrava-se na fragdo residual, de baixa biodisponibilidade. Nesse contexto, a
torta de filtro foi o subproduto escolhido para prospecc¢ao de bactérias resistentes ao



Cd (BRC), bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) e bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCP).

2.2 O Cadmio

Os metais pesados sdo um grupo composto de elementos metalicos com
propriedades que incluem os que sédo essenciais para a saude humana como o ferro
(Fe), cobalto (Co), cobre (Cu), manganés (Mn), molibdénio (Mo) e zinco (Zn), os que
sdo elementos traco e outros que ndo sao essenciais e potencialmente toxicos,
especialmente se eles se acumulam, tais como mercurio (Hg), arsénio (As), chumbo
(Pb), o pluténio (Pu), vanadio (V), tungsténio (W) e cadmio (Cd) (JOHRI et al., 2010).

O Cd é um metal com uma pequena demanda biologica e pouco degradavel
por processos abibticos e bidticos. Esse pode ser encontrado na natureza associado
a sulfitos de minérios de Zn, Cu e Pb. Ele é utilizado principalmente como
anticorrosivo em aco galvanizado, jA o sulfeto de cadmio e o selenito como
pigmentos em plasticos e os compostos de cadmio na manufatura de pilhas e
baterias recarregaveis de niquel-cAdmio, em componentes eletrbnicos e reatores
nucleares (CETESB, 2012).

A contaminagdo por Cd pode resultar de fontes naturais como a atividade
vulcénica, a erosdo de rochas sedimentares e fosfaticas e os incéndios florestais,
bem como das atividades antropogénicas, tais como mineragcdo, industria e
agricultura. Tipicamente, o Cd do solo é facilmente incorporado em plantas
comestiveis e posteriormente entra na cadeia alimentar, provocando efeitos
adversos na saude de seres humanos através do consumo dessas plantas. Esse
metal em solo agricola € um problema ambiental grave e merece atencédo imediata
(PRAPAGDEE et al., 2013), pois afeta fortemente as plantas em diferentes
processos tais como, o crescimento, a fotossintese, a absor¢do e distribuicdo de
nutrientes, podendo levar a planta a morte celular (GALLEGO et al., 2012).

Ao manter contato com plantas, humanos e animais, o Cd causa
bioacumulacdo, que se caracteriza pelo acumulo de metais pesados em niveis

milhares de vezes maiores que 0s presentes no ambiente, podendo se acumular no



corpo por um periodo superior a 10 anos. Assim, quando as concentragfes deste
metal atingem niveis acima de dez vezes do detectado naturalmente, efeitos
deletérios sobre o DNA e estruturas celulares podem ser evidenciados, com danos
irreversiveis (PIZZAIA, 2013)

Outro meio do Cd entrar na cadeia alimentar é através da agua potavel que
pode ser contaminada devido a presenca do metal como impureza no zinco de
tubulacGes galvanizadas, soldas e acessorios metalicos; pela adsorcdo a argila ou
material organico ou mesmo pela bioacumulacdo em plantas aquaticas,
invertebrados, peixes e mamiferos. Concentracdes elevadas, de 2 a 30 mg/kg de
cadmio por peso umido, sdo encontradas em moluscos e crustaceos. O pH é fator
determinante para a disponibilidade do metal em solos e sedimentos; quanto maior a
acidez maior a disponibilidade (CETESB, 2012). Os padrfes e valores orientados

para as diferentes aguas estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1: PadrGes e valores orientadores
Fonte: http://www.cetesb.sp.gov.br/userfiles/file/laboratorios/fit/cadmio.pdf

| Meio Concentracdo  Comentario Referéncia |
Solo 1,3 mg/kg* Valor de preservacao CONAMA 420/2009
3,0 mg/kg* Vi cenario agricola-
APMax
8,0 mg/kg* VI cenério residencial
20 mg/kg* VI cenario industrial
Agua potavel 0,005 mg/L Padréo de potabilidade Portaria 2914/2011
Agua 5,0 pg/L VMP (consumo humano) CONAMA 396/2008
subterrédnea
50 pg/L VMP (dessedentacdo de
animais)
10 pg/L VMP (irrigacéo)
5,0 pg/L VMP (recreacéo)
Aguas doces 0,001 mg/L VM (classe 1 e 2) CONAMA 357/2005
0,01 mg/L VM (classe 3)
Aguas salinas 0,005 mg/L VM (classe 1) CONAMA 357/2005
0,04 mg/L VM (classe 2)
Aguas 0,005 mg/L VM (classe 1) CONAMA 357/2005
salobras
0,04 mg/L VM (classe 2)

* = massa seca; APMax = Area de Protecdo Maxima; VI = Valor de investigacao;
VMP = Valor Maximo Permitido; VM = Valor Maximo; LMT = Limite Maximo de
Tolerancia.

A toxicidade por Cd foi constatada pela primeira vez em 1858 quando

trabalhadores expostos ao p6 de CdO (6xido de cadmio), usado na fabricacdo de



baterias, contrairam enfisema e proteinuria, as primeiras doencas ligando Cd a
toxicidade renal (FRIBERG 1984; JOHRI et al., 2010). Apés a Il Guerra Mundial,
uma doenca 6ssea com fraturas e dor severa, conhecida como a doenca lItai — Itai,
uma forma de osteomalacia renal induzida por Cd, foi identificada no Jap&o.
Subsequentemente, as toxicocinética e toxicodindmica do Cd foram descritas,
indicando a sua ligagéo a proteina metalotioneina, assim adverténcias internacionais
de riscos para a saude a partir da poluicdo pelo Cd foram emitidas na década de
1970. Em 1990, estudos epidemiolégicos relataram efeitos adversos a saude,
indicando que niveis muito baixos de exposicdo ao cadmio pode dar origem a uma
disfuncao renal entre os subgrupos sensiveis das populagcdes humanas, como as
pessoas com diabetes. Atualmente, esse metal esta incluido no grupo | dos
carcinogénicos (NORDBERG, 2009).

Os efeitos patologicos associados a toxidade do cadmio sao, além de
severos, essencialmente irreversiveis, visto que lesa praticamente todas as células
do organismo, atuando por bloqueio da respiracdo celular e de alguns sistemas
enzimaticos fundamentais. Esse metal se fixa nos pulmdes, eritrécitos, baco,
glandulas enddcrinas e suprarrenais, figado e rim, sendo a dose letal estimada em
1pg/g™’ de peso. A intoxicacdo aguda de Cd produz um quadro clinico caracteristico:
causa febre, cerca de quatro horas apds a sua entrada no organismo, irritacdo nos
olhos, nariz e garganta, tosse, dispnéia, fraqueza, nauseas, vomitos, cdlicas
abdominais, diarréia, e, apds cerca de trés dias, pode causar edema agudo no
pulm&o. Ja na intoxicacao cronica, pode-se ter o inicio dos sintomas anos apés a
exposicdo, havendo o aparecimento de problemas respiratorios, caries,
amarelecimento dos dentes, anorexia, fadiga, perda de peso, palidez, anemia,
proteindria e dano tubular renal seguida de osteomalacia (PLUNKETT, 1987; BRITO
FILHO, 1988; SANTOS, 2011).

2.2.1 Efeito do cadmio as plantas

O Cd é um elemento ndo-essencial que mesmo em baixas concentracfes

causa danos ao crescimento e desenvolvimento das plantas e induz ao estresse



oxidativo (GRATAO et al., 2005) . Wagner (1993) considerou que solucées de solo
ndo poluidas possuem concentracdes variando entre 0,04 e 0,32 mM de Cd. J4,
solucdo de solo que possui concentracbes de Cd variando de 0,32 a
aproximadamente 1,0 mM pode ser considerada de nivel moderado a poluida
(SANITA DI TOPPI & GABRIELLI, 1999; BENAVIDES, et al., 2005).

Um efeito claro da toxidez pelo Cd pode ser observado na germinagao.
Quando sementes sdo postas a germinar em ambiente com altos niveis de cadmio,
a atividade das a e B amilases é significativamente reduzida, comprometendo a
respiracdo, resultando na inibicdo do crescimento do eixo embrionario e da radicula
(GUIMARAES et al., 2008).

O efeito do Cd na atividade enzimética esta associado ao fato de que grande
namero de enzimas contém metais e a substituicdo destes por outro metal com
mesma carga e tamanho similar, pode resultar na inibicdo da atividade da enzima
(GUIMARAES et al., 2008). O Cd, por sua semelhanca com o Zn, pode substitui-lo
nestas enzimas, resultando em alteracdo da atividade enzimética (SHAW et al.,
2004). Segundo Kurdziel et al. (2004), em algumas espécies de plantas foi
observado que o Cd modifica a estrutura da Rubisco, que é a enzima mais
abundante nas plantas e por conseguine a proteina mais abundante no planeta,
resultando na dissociacdo desta enzima em subunidades, o que pode ser devido a
substituicdo do magnésio pelo Cd.

As enzimas do sistema antioxidativo também séo afetadas pelo Cd. A
catalase (CAT), enzima antioxidativa chave, presente principalmente nos
peroxissomos, tém sua atividade e o seu nivel de proteina reduzidas na folha na
presenca de 50 pM de Cd, concomitante ao aumento dos niveis de seu RNA
mensageiro, contraste que sugere que o cadmio afeta a expressdo deste gene
também a nivel pds- transcricional. Romero- Puertas et al. (2006), mostraram que a
CAT é oxidativamente modificada pelo Cd, e as proteinas oxidadas podem ser o
alvo de proteases especificas do peroxissomo (ROMERO- PUERTAS et al., 2006).
As superoéxido dismutases (SODs) sdo outro grupo de enzimas que protegem as
células contra o estresse oxidativo e que sdo afetadas pelo Cd (GRATAO et al.,
2009; DOURADO et al., 20013)



As plantas ndo estressadas (em condigcdes normais de seu metabolismo),
normalmente, produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) devido a reacdes
bioquimicas naturais da célula. Entretanto, aquelas que sdo colocadas em situacao
gue podem gerar algum estresse, por exemplo, por exposicdo a metais pesados
produzem de forma intensificada estas EROs que devem ser desintoxicadas por
respostas celulares ao estresse, para que possam sobreviver e se desenvolver,
devido ao fato destas EROs serem muito téxicas (PIZZAIA, 2013). O estresse
oxidativo provocado pelo efeito téxico do Cd em plantas causa danos celulares que
sdo irreversiveis e desencadeiam o processo de morte celular programada
(GALLEGO et al., 2012; PIZZAIA, 2013). Isto pode ser reflexo da acdo das EROs
sobre macromoléculas levando a alteracdo dos acidos nucleicos, inclusive com
guebras cromossdmicas (PIZZAIA, 2013).

Diante dos fatores estressores que o Cd causa as plantas, essas
desenvolveram mecanismos de tolerancia e adaptacdo, 0s quais envolvem
processos e reacdes de natureza nutricional, fisiolégica e bioguimica que
possibilitam seu uso na recuperacdo de areas com excesso de metais pesados
(SOUZA et al., 2011).

2.3 Uso da fitorremediagcdo na limpeza de solos contaminados por
cadmio

Os danos causados por metais sobre o ecossistema agricola pode,
possivelmente, serem resolvidos através da utilizacdo de plantas tolerantes que
‘limpam” as areas contaminadas com metais (SINGH & PRASAD, 2011; AZEVEDO
et al., 2012), radionuclideos, bem como o0s poluentes organicos (tais como
hidrocarbonetos aromaticos polinucleares, bifenilos policlorados, e pesticidas) (ALI et
al., 2013). Mas, para que o uso da fitorremediacdo seja eficiente € necessario
investigar e entender como as plantas funcionam, bem como quais rotas
metabolicas e genes estdo envolvidos em tal processo (VERBRUGGEN et al.,

2009). Os mecanismos de desintoxicacao, acumulacédo e tolerancia a Cd, tornaram-



se a base para o uso de plantas na remediacdo de solos contaminados por este
metal (MENDOZA-COZALT et al., 2011).

As plantas manuseiam o0s contaminantes sem afetar o solo, conservando
assim a sua utilidade e fertiidade (MENCH et al., 2009). Até agora, diferentes
abordagens fisicas, quimicas e biolégicas foram empregues para este propésito. Os
métodos convencionais de remediacao incluem a vitrificacéo in situ, a incineracéo do
solo, escavacdo e aterro sanitario, lavagem do solo, nivelamento do solo,
solidificacdo e estabilizacdo de sistemas eletro-cinético (SHEORAN et al., 2011;
WUANA & OKIEIMEN, 2011). Esses métodos sofrem limitacdes como alto custo,
mao de obra intensiva, mudancas irreversiveis em propriedades do solo e
perturbacdo da microflora nativa do solo, bem como podem criar problemas de
poluicdo secundaria (ALl et al., 2013). As técnicas de fitorremediacdo resumidas na
Tabela 2, inclue fitoextracdo (ou fitoacumulacédo), fitofiltracdo, fitoestabilizacao,
fitovolatilizacao e fitodegradacao (ALKORTA et al., 2004; ALI et al. 2013).

Tabela 2: Diferentes técnicas de fitorremediacéo (ALI et al. 2013)

Técnica Descricédo

Fitoextrac&o Acumulo de poluentes na biomassa disponivel por exemplo, nos
brotos

Fitofiltragdo Sequestro de poluentes de aguas contaminadas por plantas

Fitoestabilizacéo Limita a mobilidade e biodisponibilidade de poluentes no solo por
raizes de plantas

Fitovolatilizacdo Converséao de poluentes para a forma volatil e sua posterior liberacédo
para a atmosfera

Fitodegradacgéo Degradacdo de xenobioticos orgénicos por enzimas contidas nos
tecidos das plantas

Rizodegradacgéao Degradacdo de xenobioticos organicos na rizosfera por micro-

organismos rizosféricos
Fitodesalinizacao Remove o excesso de sal de solos salinos por halofiticos

2.3.1 Fitoextracao

A fitoextracdo (também conhecida como fitoacumulacéo, fitoabsor¢cédo ou
fitosequestracdo) é a absorcdo de contaminantes do solo ou da agua pelas raizes

das plantas e sua translocacéo para a parte aérea (SEKARA et al., 2005; YOON et
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al., 2006; RAFATI et al., 2011; ALI et al., 2013). A translocacéo do metal para a parte
aérea € um processo bioquimico crucial e é desejavel para uma fitoextracdo eficaz,
porque a colheita da biomassa radicular, geralmente nao é viavel (ZACCHINI et al.,
2009; TANGAHU et al., 2011; ALl et al., 2013).

2.3.2 Fitofiltracao

A fitofiltracdo € a remocdo de poluentes da agua contaminada, aguas
superficiais ou aguas residuais, pelas plantas (MUKHOPADHYAY & MAITI, 2010;
ALl et al., 2013). A fitofiltracdo pode ser rizofiltracdo (uso de raizes de plantas) ou
blastofiltracdo (uso de mudas) ou caulofiltracéo (uso de brotos de plantas excisadas)
(MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2004; ALI et al.,, 2013). Em fitofiltracdo, os
contaminantes sdo absorvidos ou adsorvidos e assim a sua passagem para as

aguas subterrdneas é minimizado (ALI et al., 2013).

2.3.3 Fitoestabilizacéo

A fitoestabilizacdo ou fitoimobilizacdo € o uso de certas plantas para a
estabilizacdo de contaminantes em solos contaminados (SINGH, 2012, ALI et al.,
2013). Esta técnica é usada para reduzir a mobilidade e biodisponibilidade de
poluentes no meio ambiente, evitando assim a sua migracdo para as aguas
subterraneas ou a sua entrada na cadeia alimentar (ERAKHRUMEN, 2007; ALI et
al., 2013). No entanto, fitoestabilizacdo ndo € uma solu¢cdo permanente, pois 0s
metais pesados permanecem no solo; apenas 0 seu movimento (circulagdo) é
limitado. Na verdade, € uma estratégia de gestao para a estabilizacao (inativacao),
dos contaminantes potencialmente téxicos (VANGRONSVELD et al., 2009, ALI et
al., 2013).
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2.3.4 Fitovolatilizacéo

A fitovolatilizacdo € a absorcdo de poluentes do solo por plantas, a sua
conversdo em forma volatil e posterior liberacdo para a atmosfera. Esta técnica pode
ser usada para poluentes organicos e alguns metais pesados como o mercurio e
selénio. No entanto, seu uso é limitado pelo fato de que ele ndo remove o poluente
completamente, somente transfere de um segmento (solo) para outro (atmosfera),
onde ele pode ser depositado. A fitovolatiizacdo € a mais controversa das
tecnologias de fitorremediacdo (PADMAVATHIAMMA & LI, 2007; ALI et al. 2013).

2.3.5 Fitodegradacéao

A fitodegradacéo é a degradacdo de poluentes organicos por plantas com a
ajuda de enzimas como a dehalogenase e oxigenase; ndo € dependente de
microorganismos rizosféricos (VISHNOI & SRIVASTAVA, 2008, ALI et al., 2013). As
plantas podem acumular xenobidticos organicos de ambientes poluidos e
desintoxica-los através de suas atividades metabdlicas. A partir deste ponto de vista,
as plantas verdes podem ser consideradas como “figado verde” para a biosfera. A
fitodegradacdo € limitada a remocdo de poluentes organicos apenas porque 0S
metais pesados ndo sado biodegradaveis. Recentemente, 0s cientistas tém
demonstrado o seu interesse em estudar fitodegradacdo de diversos poluentes
organicos, incluindo herbicidas sintéticos e inseticidas. Alguns estudos tém relatado
0 uso de plantas geneticamente modificadas para este fim (DOTY et al., 2007, ALI et
al., 2013).

2.3.6 Rizodegradacéao

A rizodegradacéo refere-se a quebra de poluentes organicos no solo por
microrganismos habitantes da rizosfera (MUKHOPADHYAY & MAITI, 2010; ALI et
al., 2013). A rizosfera estende-se aproximadamente 1,0 mm em torno da raiz e esta
sob a influéncia da planta (PILON-SMITS, 2005; ALI et al., 2013). A razao principal
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para a alta degradacéo de poluentes na rizosfera é provavelmente pelo aumento no
namero e atividade metabdlica dos microrganismos (ALl et al., 2013).

As plantas podem estimular a atividade microbiana cerca de 10-100 vezes
mais na rizosfera pela secrecdo de exsudato com carboidratos, aminoacidos e
flavonodides. A liberacdo de exsudatos pelas raizes das plantas fornece fontes de
carbono e nitrogénio para 0s micro-organismos do solo e cria um ambiente rico em
nutrientes, em que a atividade microbiana é estimulada. Além de secretar substratos
organicos para facilitar o crescimento e atividade de micro-organismos rizosféricos,
as plantas também liberam determinadas enzimas capazes de degradar
contaminantes organicos em solos (KUIPER et al., 2004; YADAV et al., 2010; ALI et
al., 2013).

2.4 Bactérias como facilitadoras da fitoextracdo de metais

Nos ultimos vinte anos, os pesquisadores tém se esforcado para utilizar
plantas para facilitar a remocéo de contaminantes organicos e inorganicos do meio
ambiente, especialmente a partir do solo. Essas abordagens de fitorremediacao ja
percorreram um longo caminho em um curto espacgo de tempo. No entanto, a maior
parte deste trabalho foi realizada em condi¢cbes laboratoriais controladas e ndo no
campo. Como um complemento as varias estratégias de fitorremediacdo e como
parte de um esforco para tornar esta tecnologia mais eficaz, um numero de
cientistas comecou a explorar a possibilidade de utilizar varias bactérias do solo,
juntamente com as plantas. Estas bactérias incluem bactérias biodegradativas,
bactérias promotoras do crescimento de plantas e bactérias que facilitam a
fitoremediacao por outros meios (GLICK, 2010).

A fitoextracdo de metais que precisam ser removidos do ambiente é uma
técnica complexa e suas principais limitagcdes séo (i) a biodisponibilidade do metal
alvo e (ii) a capacidade das plantas para acumular metais na parte aérea (RASKIN &
ENSLEY, 2000; GLICK, 2010).

Os cientistas algumas vezes tendem a aumentar a biodisponibilidade do metal

através da adicdo de varios agentes quelantes, uma estratégia que normalmente
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funciona numa pequena escala no laboratério, mas é muito menos eficaz no campo.
Um grande numero de plantas foi testado quanto a sua capacidade para extrair
niveis elevados de metais e, em seguida, translocar os metais a partir das raizes
para a parte aérea, no entanto, muitas das chamadas plantas hiperacumuladoras
nao produziram biomassa suficiente para tornar o processo eficiente no campo
(RASKIN & ENSLEY, 2000; GLICK, 2010). Embora a utilizacdo de bactérias do solo
(geralmente de bactérias promotoras do crescimento de plantas) como auxiliares na
fitorremediacdo de metais pode facilitar significativamente o crescimento de plantas
na presenca de niveis elevados (inibitérios) de metais, as bactérias normalmente
pouco ou nada fazem para aumentar a biodisponibilidade do metal (GLICK, 2010).

Apods a demonstracao inicial de que uma bactéria promotora do crescimento
em plantas e resistente ao niquel diminuiu a toxicidade do metal as plantas de
canola (BURD et al., 1998), houve aumento no numero de pesquisas demonstrando
gue as bactérias promotoras do crescimento em plantas auxiliam na fitoextracdo de
metal (Tabela 3). Nos estudos relatados, os quais englobam uma gama de
diferentes plantas, metais, solos e bactérias, o efeito da adicdo das bactérias foi para
facilitar o crescimento das plantas e, quando os niveis inferiores menos téxicos de
metais estavam presentes, para aumentar a absor¢cédo de metal pela planta (GLICK,
2010).

As bactérias utilizadas para estes estudos sao primeiramente selecionadas
guanto a resisténcia ao metal toxico alvo e, em seguida, elas sdo muitas vezes
selecionadas ou testadas para presenca da enzima ACC-deaminase e/ou para a
capacidade de sintetizar AIA e sideroforos. Estes estudos séo realizados com a
expectativa de que as bactérias resistentes ao metal selecionadas serdo capazes de
crescer e promover o crescimento de plantas na presenca de niveis elevados de
metais toxicos. Embora poucos estudos tenha identificado o (s) mecanismo (s) exato
(s) da promocao do crescimento de plantas na presenca do metal, a totalidade dos
dados esta relacionada com a presenca/producdo de AIlA, siderdforos e ACC-
deaminase. Assim, todas ou alguma dessas atividades ja é suficiente para elaborar
0 mecanismo (GLICK, 2010).

Além da presenca/producdo dos facilitadores acima citados, alguns

pesquisadores associam a eficacia da fitoextragdo do metal, & presenca de um
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sistema de solubilizacdo de fosfato ativo na bactéria. (SHENG et al., 2008a; GLICK,

2010).

Tabela 3: Combinacdes de plantas-bactérias em varios estudos de fitorremediacdo
de metal (GLICK, 2010)

Bactéria

Kluyvera ascorbata SUD165

K. ascorbata SUD165, SUD165/26

Bactéria rizosférica

Enterobacter cloacae CAL2

Brevibacillus sp.

Microbacterium arabinogalactanolyticum

Bactéria rizosférica e endofitica

Psuedomonas aspleni AC

Variovorax
paradoxus,Rhodoccus sp.,Flavobacteriu
m sp.

P. putida KNP9

Bactéria rizosférica

Pseudomonas sp. A4,Bacillus sp. 32

Planta(s)

Canola (Brassica
napus)

Canola, tomate
(Lycopersicon

esculentum), Mostarda

Indiana (Brassica
juncea)

Thlaspi caerulescens

Canola

Trevo vermelho

(Trifolium pratense)

Alyssum murale

Thlaspi goesingense

Canola

Mostarda indiana

Feijao (Vigna radiata)

Graminaceae grasses

Mostarda indiana

Metal(is)

Niquel

Niquel.
Chumbo,
Zinco

Zinco

Arsénio

Chumbo

Niquel

Niquel

Cobre

Cadmio

Céadmio,
Chumbo

Céadmio,
Zinco,
Niquel

Cromo

Efeito/Mecanis
mo

Aumenta
biomassa; ACC
deaminase

Aumenta
biomassa; ACC
deaminase,
sideréforos

Aumenta
captacao de
zinco;
mecanismo
desconhecido

Aumento
biomassa; ACC
deaminase
Diminui a
capacao de
chumbo; AIA
Aumenta a
captacao de
niquel;
mecanismo
desconhecido

ACC
deaminase,
sideroforos

Aumenta
biomassa; AlA

Aumenta o
comprimento da
raiz; AlA,
sideréforos,
ACC deaminase

Aumenta
biomassa e
diminui a
captacao de
metal;
sideréforos

AlA,
sideréforos,
ACC deaminase

Aumento do
comprimento
daraiz e parte
aérea; AlA,
sideréforos,
solubilizacédo de
fosfato

Referéncia

BURD et al.,
1998

BURD et al.,
2000

WHITING et
al., 2001

NIE et al.,
2002

VIVAS et al.,
2003

ABOU-
SHANAB et
al., 2003

IDRIS et al.,
2004

REED e
GLICK,
2005

BELIMOV et
al., 2005

TRIPATHI et
al., 2005

DELL'AMIC
O etal,
2005
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Bactéria

Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens, P. putida

P. putida 06909

P. putida UW4, P. putida HS-2

P. brassicacearum AM3, P.
marginalis Dpl

Sinorhizobium sp. Pb002

Azotobacter chroococcumHKN-5 + B.
megateriumHKP-1 + B.
mucilaginosusHKK-1

B. subtilis SJ-101

Pseudomonas sp. RJ10,Bacillus sp.
RJ16

Nove diferentes cepas de bactérias
resistentes ao niquel

P. diminuta, Brevundimonas
diminuta, Nitrobacteria

irancium, Ochrobacterum anthropi, B.
cereus

Mesorhizobium huakuiisubsp. rengei B3

Planta(s)

Girassol (Helianthus
annuus)

Canola

Girassol

Canola

Ervilha (Pisum
sativum)

Mostarda indiana

Mostarda indiana

Mostarda indiana

Canola

Alyssum murale

Aguapé (Eichhornia
crassipes)

Astragalus sinicus

Metal(is)

Arsénio

Niquel

Cadmio

Niquel

Cadmio

Chumbo

Zinco,
cobre,
chumbo,
cadmio
Niquel

Cadmio

Niquel

Cromo

Cadmio

Efeito/Mecanis
mo

Aumento do
desenvolviment
0; mecanismo
desconhecido

Aumenta
germinacao
semente e
desenvolviment
0; mecanismo
desconhecido

O aumento da
absorcdo de
cadmio e
toxicidade
diminuida;
bactéria
expressa um
peptideo de
ligacdo a metais
Aumenta a
biomassa no
campo; AlA,
ACC deaminase

Aumenta a
biomassa e
captacao de
nutrientes; ACC
deaminase

Aumenta a
sobrevivéncia
da planta e
captacao de
chumbo; ACC
deaminase

Aumenta a
biomassa e a
biodisponibilida
de do metal
Aumenta a
captacaode
niquel; AlA,
solubilizacéo de
fosfato

Aumenta
biomassa e
captacao de
metal; AIA
Aumenta a
captacao de
metal;
mecanismo
desconhecido

Aumenta a
captacao de
metal;
mecanismo
desconhecido

Aumento da
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Bactéria

P. putida ARB86

Bradyrhizobium sp. RM8

Rhizobium sp. RP5

Burkholderia sp. J62

Bacillus licheniformis, B. biosubtyl, B.

thurnigiensis

Enterobacter sp. NBRI K28

P. putida HS-2

Bacillus sp. J119

P. aeruginosa MKRh3

Planta(s)

Arabidopsis thaliana

Feijdo Mung (também
conhecida como grama
verde)

Ervilha

Mostarda indiana,
milho (Zea mays),
tomato

Mostarda indiana

Mostarda indiana

Canola

Canola, milho, capim
sudéo (Sorghum
vulgare var.sudanense)
tomate

Grama preta (Vigna

Metal(is)

Niquel

Niquel,
zinco

Niquel,
zinco

Chumbo,
cadmio

Selénio,
cadmio,
cromo

Niquel,
zinco,
cromo

Niquel

Cadmio

Cadmio

Efeito/Mecanis
mo

acumulacao de
metais; bactéria
expressa
fitoquelatina e
metalotioneina

Aumenta
biomassa e
conteudo de
clorofila

Aumenta o
namero de
nodulos e

nutricdo da
planta; AIA,
sideréforos

Aumenta o
namero de
nodules e a
nutricdo da
planta, AIA,
sidero6foros

Aumenta a
biomassa e
captacao metal;
AlA,
sideréforos,
ACC deaminase
Maior captacéo
de metal
dependendo da
combinacao
especifica de
metal-bactérias;
mecanismo
desconhecido

O aumento da
biomassa e
absorcéo de
metais; AlA,
sideréforos,
ACC
deaminase,
solubilizacéo de
fosfato

Aumento da
germinacéo de
sementes e
biomassa;
sideréforos,
AlA, deaminase
ACC

Alguns aumento
da biomassa e
captacao de
cadmio, AlA,
sideréforos,
producao de
biossurfactante

Aumento da
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Bactéria

Pseudomonas sp. 29C,Bacillus sp. 4C

Pseudomonas sp. M6,Pseudomonas
jessenii M15

Proteus vulgaris KNP3

10 diferentes bactérias rizosféricas

Pseudomonas sp.

P. fluorescens G10,Microbacterium sp.

Gl6

Bacillus edaphicus NBT

Planta(s)

mungo)

Mostarda indiana

Mamona (Ricinus
communis)

Feijdo guandu
(Cajanus cajan)

Salix caprea

Gréo de bico (Cicer

arietinum)

Canola

Mostarda indiana

Metal(is)

Niquel

Niquel,
cobre,
zinco

Cobre

Céadmio,

zinco

Niquel

Chumbo

Chumbo

Efeito/Mecanis
mo

biomassa e
enraizamento, e
diminuic&o da
absorcéo de
cadmio; AlA,
sideréforos,
ACC
deaminase,
solubilizacédo de
fosfato

Increased
biomass; I1AA,
siderophores,
ACC
deaminase,
phosphate
solubilization

Aumento da
biomassa; AlA,
sideréforos,
ACC
deaminase,
solubilizacéo de
fosfato

Aumento da
germinacao,
biomassa e
clorofila, e
diminui a
absorcéo de
metais;
mecanismo
desconhecido
Maior captacéo
de metal; AlA,
siderdéforos,
ACC deaminase
nao estao
envolvidas

O aumento da
biomassa e
diminuic&o da
absorcéo de
metais;
sideréforos

O aumento da
biomassa e
absorcéo de
metais; AlA,
sideréforos,
ACC
deaminase,
ambas as
linhagens sao
enddfitas

Aumento da
biomassa; AlA,
sideréforos,
ACC deaminase
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Bactéria

Pseudomonas sp. RJ10,Bacillus sp.
RJ16

Flavobacterium sp.

Streptomyces tendae F4

Achromobacter xylosoxidans Ax10

Enterobacter aerogenes,Rahnella
aquatilis

Planta(s)

Tomate

Orychophragmus

violaceus

Girassol

Mostarda indiana

Mostarda indiana

Metal(is)

Cadmio,
chumbo

Zinco

Cadmio

Cobre

Niquel,
cromo

Efeito/Mecanis
mo

Aumento do
comprimento da
raiz;
sideréforos,
AlIA, ACC
deaminase

Aumento do
comprimento da
raiz, da
biomassa, a
captacao de
metal;
mecanismo
desconhecido
Diminuicdo da
absorcéo de
metal e
aumento do teor
de ferro;
sideréforos

Aumento da raiz
e comprimento
da parte aérea
e biomassa;
ACC
deaminase,
solubilizacéo de
fosfato, AIA

Aumento da
biomassa e
absorcéo de
metais; AlA,
sideréforos,
ACC
deaminase,
solubilizacéo P

2.5 Bactérias produtoras de auxina (acido 3-indol acético, AlA)
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O fitormbnio auxina (do grego "auxein", que significa crescer) regula todos 0s

processos relacionados ao desenvolvimento da planta, como ja descrito ha anos por

varios autores. Talvez menos conhecido, seja o fato de que alguns micro-
organismos também produzem auxina (COSTACURTA & VANDERLEYDEN 1995;
PATTEN & GLICK, 1996). A producao de fitormonios (principalmente auxinas e

citocininas) em culturas de vida livre € um marco para muitas bactérias

fitopatogénicas, como Pseudomonas agglomerans, P. savastanoi pv. savastanoi, P.
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syringae pv. syringae, Rhodocuccus solanacearum e R. fascians (MORRIS, 1995;
VANDEPUTTE et al., 2005; VALLS et al., 2006; SPAEPEN & VANDERLEYDEN
2011). A producéo de AIA tem sido relatada para muitas bactérias, sendo assumido
gue mais de 80% das bactérias isoladas da rizosfera sdo capazes de sintetizar AIA
(PATTEN & GLICK, 1996; KHALID et al., 2004). O principal precursor para a sintese
de AIA é o triptofano e com sua adicdo ao meio de cultura ocorre uma maior
producdo da auxina, facilitando assim sua quantificacdo. A biossintese de triptofano
€ codificada pelos genes trp. A partir do triptofano, pelo menos, cinco vias diferentes
tém sido descritas para a sintese de AIA, e a maioria dos percursos mostram
semelhanca com as descritas em plantas, embora alguns intermediarios possam
diferir (PATTEN & GLICK 1996; WOODWARD & BARTEL 2005; SPAEPEN et al.,
2007).

As vias biossintéticas do AIA vém sendo identificadas utilizando vérios
métodos genéticos e bioquimicos. No entanto, nem todos 0s genes, enzimas
codificadas e intermediarias foram caracterizados. O uso de experiéncias de
alimentacdo com precursores marcados em combinacdo com a identificagcdo de
intermediarios tem sido uma fonte principal para a identificacdo de vias
biossintéticas. As vias descritas na literatura encontram-se ilustradas na Figura 2 e
sdo nomeadas de acordo com o intermedério de determinada via. Em varios micro-
organismos estudados, a redundéancia das vias biossintéticas do AIA foi observada,
0 que significa que mdultiplas vias estdo presentes e ativas em um Unico micro-
organismo. Esta observacao foi baseada principalmente em estudos de “knockout”
(nocaute) onde alguma producdo de AIA ainda pbde ser observada apos a
inativagao de uma via (SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011).
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Figura 2. Visdo geral das vias biossintéticas do AIA em bactérias. As linhas
tracejadas referem-se as vias nomeadas a partir de um intermediario.
IAAId, indol-3-acetaldeido; IAM (indol-3-acetamida), indol-3-acetamida;
IPDC, indol-3-piruvato-descarboxilase; Trp triptofano. Adaptado de
Spaepen & Vanderleyden (2011).

As analises de mutantes na via biossintética de triptofano, mostraram que as
plantas sdo capazes de sintetizar o AIA sem 0 precursor triptofano, e o ponto de
ramificacdo para esta via independente do triptofano surge em indol-3-glicerol
fosfato ou indol (LAST et al., 1991; NORMANLY et al., 1993). No entanto, ndo ha
genes ou proteinas envolvidas nesta via identificados em plantas (WOODWARD &
BARTEL, 2005). Em bactérias, uma via independente de triptofano foi sugerida em
Azospirillum brasilense a partir do fornecimento de triptofano marcado (PRINSEN et
al.,, 1993). No entanto, também neste caso, ndo houve evidéncia genética ou
bioquimica consistente para esta via (SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011).

A auxina esta envolvida em muitos processos de formagédo de ndédulos por

rizobios em leguminosas, como a especificacdo de células fundadoras (inibicdo do
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transporte de auxina principalmente por flavondides), iniciacdo nodular e
diferenciacdo (acumulo de auxina), formacdo de feixe vascular e ndmeros de
nodulos (transporte da auxina de longa distancia). Pelo fato de muitos rizébios
serem capazes de produzir AIA através de diferentes vias, admite-se que a auxina
produzida por bactérias pode alterar o equilibrio da auxina no interior da planta
(SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011).

Apoés a inoculacdo de plantas com bactérias promotoras do crescimento em
plantas (BPCP), uma mudanc¢a na arquitetura do sistema radicular foi observada,
principalmente, como um aumento de pélos radiculares e raizes laterais. Em geral, a
superficie radicular aumenta, levando a uma maior absor¢édo de minerais do solo e
exsudados da raiz (estimulando ainda mais na colonizacéo da raiz por BPCP). Ha
décadas, essas mudancas morfolégicas da raiz tém sido atribuidas a producéao de
auxina bacteriana, e estudos com mutantes alterados na produgdo de AIA
confirmam a importancia do seu papel. O crescimento das plantas a partir do efeito
promotor das bactérias, para o qual foi demonstrado que a auxina esta envolvida, é
conhecido como fitoestimulacdo (SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011).

Na "hipotese de aditivo", foram sugeridos que varios mecanismos, tal como a
solubilizacédo de fosfato juntamente com a biossintese de AIA séo responsaveis pela
promocdo do crescimento de plantas e consequentemente pelo aumento da
produtividade (BASHAN & HOLGUIN, 1997; SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011).

2.6 Bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF)

O fosforo (P) € um elemento chave mais importante na nutricdo das plantas,
ao lado do nitrogéno (N). Ele desempenha um papel importante em praticamente
todos o0s principais processos metabolicos na planta, incluindo a fotossintese,
transferéncia de energia, transducdo de sinal, a biossintese de macromoléculas e
respiragdo (KHAN et al., 2010) e fixacdo de nitrogénio em leguminosas (SABER et
al., 2005). Embora o P seja abundante em solos em ambas as formas inorganicas e
organicas, ele se torna um importante fator limitante para o crescimento das plantas,

pois aparece de uma forma indisponivel para a absorcao radicular. O P inorgéanico
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ocorre no solo, principalmente em complexos de minerais insolaveis, alguns deles
aparecendo apés a aplicacdo frequente de fertilizantes quimicos. Essas formas
insollveis precipitadas ndo podem ser absorvidas pelas plantas (RENGEL &
MARSCHNER, 2005). A matéria organica também €& um importante reservatoério de P
imobilizado que é responséavel por 20-80% do P em solos (RICHARDSON, 1994).
Apenas 0,1% da quantidade total de P esta numa forma solavel disponivel para a
absorcao pelas plantas (ZHOU et al., 1992). O termo fixacdo do P é utilizado para
descrever as reacfes que removem o fosfato disponivel a partir da solucédo do solo
para a fase sélida do solo (BARBER, 1995). O uso de inoculantes microbianos
(biofertilizantes) que possuem atividade solubilizadora de P em solos agricolas é
considerado como uma alternativa ambientalmente correta (SHARMA et al., 2013).
Os microrganismos sdo componentes importantes do ciclo de P e para a
transferéncia de P entre os diferentes “pools” de P no solo. Os micro-organismos
solubilizadores de fosfato (MSB), através de varios mecanismos de solubilizacédo e
mineralizacdo sdo capazes de converter P inorganico e organico do solo (KHAN et
al., 2009) na forma biodisponivel facilitando a absorcdo pelas raizes das plantas
(SHARMA et al., 2013).

A solubilizagdo de P insoluvel por micro-organismos foi relatada por
Pikovskaya (1948). Durante as ultimas duas décadas o conhecimento sobre MSP
aumentou significativamente (RICHARDSON 2001; RODRIGUEZ & FRAGA, 1999).
Vérias bactérias e fungos foram descritos e estudados quanto as capacidades de
solubilizagéo de fosfato (GLICK, 1995; HE, et al. 1997.). Esses micro-organismos
foram isolados utilizando os procedimentos culturais ja utilizados por espécies de
Pseudomonas e Bacillus (ILLMER & SCHINNER, 1992). Esses organismos Sao
ubiquos, mas variam em densidade, dependendo da solubilizacdo do fosfato mineral
(sfm), do solo ou do sistema de producdo. No solo, as bactérias solubilizadoras de
fosfato (BSF) constituem 1-50% e fungos 0,1-0,5% da populagédo microbiana total.
Esses micro-organismos geralmente sdo isolados da rizosfera, solos nao rizosférico,
rizoplano, filosfera, rochas fosfatadas e até mesmo de solos estressados, utilizando
0 método de diluicdo em série em placas ou pela técnica de enriquecimento de
cultura de (ZAIDI et al., 2009). Desde 1948, quando Pikovskaya sugeriu que micro-

organismos podem dissolver formas ndo disponiveis de P no solo e que esses
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desempenham um papel importante no fornecimento de P as plantas, varios
métodos e meios, tais como Pikovskaya (PIKOVSKAYA, 1948), método do corante
azul de bromofenol (GUPTA et al.,, 1994) e National Botanical Research Institute's
phosphate (NBRIP) meio (NAUTIYAL, 1999) tém sido propostos. Ambas as estirpes
bacterianas e fungicas que exibem atividade solubilizante de P sdo detectadas pela
formacao de um halo claro (um sinal de solubilizagdo) em torno das suas colbnias. A
producdo de um halo sobre um meio de cultura sélido ndo deve ser considerado
como o0 Unico critério para avaliar a solubilizacdo de P, outras técnicas devem ser
adotadas na auséncia do halo, bem como para dar maior credibilidade ao teste
(BASHAN et al., 2013).

Um numero substancial de espécies microbianas exibe a capacidade de
solubilizar P; estes incluem bactérias, fungos, actinomicetos e até mesmo algas.
Além de Pseudomonas e Bacillus, outras bactérias como Rhodococcus,
Arthrobacter, Serratia, Chryseobacterium, Gordonia, Phyllobacterium, Delftia sp.
(WANI et al., 2005; CHEN et al.,, 2006), Azotobacter (KUMAR et al., 2001),
Xanthomonas (DE FREITAS et al.,, 1997), Enterobacter, Pantoea, e Klebsiella
(CHUNG et al., 2005), Vibrio proteolyticus, Xanthobacter agilis (VAZQUEZ et al.,
2000), tém sido classificadas como BSF.

Tabela 4: Importantes micro-organismos solubilizadores de fosfato (MSP), seus
nichos ecoldgicos e acidos organicos produzidos (SHARMA et al., 2013),
doi:10.1186/2193-1801-2-587

Acido
Organismo Nicho(s) ecologico produzidos Referéncias
Solos e rochas de ND(n&o
BSF fosfato determinado) PIKOVSKAYA 1948
ND(n&o
BSF Solo rizosférico determinado) GERRETSON 1948
Escherichia freundii Solo Lactico SPERBER 19584, b
Citrico,
glicolico,
succinico,

Aspergillus niger, Penicillium sp. Solo gluconico, SPERBER 19583, b



Organismo

Bacillus megaterium,
Pseudomonas sp., Bacillus
subtilus

Arthrobacter sp., Bascillus sp.,
Bacillus firmus B-7650

Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Chaetomiumnigricolor

A. japonicus, A. foetidus

P. radicum

Enterobacteragglomerans

Bacillus amyloliquefaciens, B.
licheniformis, B. atrophaeus,
Penibacillus macerans, Vibrio

proteolyticus, xanthobacter agilis,

Enterobacter aerogenes, E.
taylorae, E. asburiae, Kluyvera
cryocrescens, Pseudomonas
aerogenes, Chryseomonas
Luteola

Penicillium rugulosum

Enterobacter intermedium

Aspergillus flavus, A . niger,
Penicilliumcanescens

Nicho(s) ecolégico

Solo rizosférico

Rizosfera de trigo e
feijao caupi

Solo lateritico

Fosfato de rocha
indiana

Rizosfera de raizes
de trigo

Rizosfera de trigo

Manguezal

Rochas
venezuelanas de
fosfato

Rizosfera de capim

Gréos de trigo
armazenados

Acido
produzidos

oxalico, lactico

Lactico, Malico

Lactico, citrico

Oxalico,
Succinico,
Citrico, 2-
cetoglucénico

Oxalico, citrico,
glucbnico
succinico,
tartarico

Glucobnico

Oxadlico, citrico

LAactico,
itaconico,
isovalérico,
isobutirico,
aceético

Citrico,
glucbnico

2-cetoglucdnico

Oxalico, citrico,
glucbnico
succinico
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Organismo

P.fluorescens

Aspergillus niger

P.trivialis

B.pumilus
var.2;B.subtilisvar.2;Actinomadura
oligospora; Citrobacter sp.

B.pumilus CHOOB8A, B.fusiformis

Bacillus sp. SENDO 6 and

Pseudomonas putida M5TSA,
Enterobacter sakazakii M2PFe, e
Bacillus megaterium M1PCa

Nicho(s) ecolégico

Fragmentos de
raizes e rizosfera de
dendezeiros

Solo tropical e
subtropical

Rizosfera de
Hippophaer
hamnoides deserto
gelado de Lahaul e
Spiti no trans-
Himalayas

Cacto gigante
(P.pringlei)
crescimento na
antiga lava

Cacto(Opuntia
Cholla)

Cacto gigante
(P.pringlei)

Cacto selvagem
Mammillaria
fraileana

Acido
produzidos

Citrico, malico,
tartarico,
glucbnico

Glucénico,
oxalico

Lactico, férmico

Glucbnico,
Propiénico,
Isovalérico,
Heptbnico,
Caproico,
Isocapréico,
Férmico,
Valérico,
Succinico,
Oxalico,
Oxalacético,
Malbnico.

Glucbnico,
Propiénico,
Isovalérico,
Férmico,
Succinico,
Lactico.
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Além de tornar o P solUvel acessivel para absorcao pelas plantas, tem havido

uma seérie de relatos sobre a capacidade de promover o crescimento vegetal por
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esses micro-organismos (GAUR & OSTWAL 1972). Varios MSP foram utilizados
para promover o crescimento de varias culturas (Tabela 5).

Tabela 5: Promocgao do crescimento de plantas por micro-organismos sobulizadores
de fosfato (MSF) (PATIL et al., 2002; SHARMA et al., 2013)

MSF Bioinoculante Cultura beneficiada

B. firlmus NCIM 2636 “Paddy” em solos &cidos

G. faciculatum Banana

B. megaterium+G. faciculatum Banana

Phosphobacterium Variedade de feijdo espada SBS 1
P. Striata Soja em solo arenoso de aluvido
P. Striata Gréo de bico

Dentre varios géneros bacterianos citados nessa revisdo, foi possivel
observar a enorme habilidade que o género Pseudomonas possui para 0 uso em
fitorremediacdo, promocdo do crescimento vegetal e solubilizagdo de fosfato. A

seguir, compreenderemos melhor as peculiaridades deste género.

2.7 A versatilidade do género Pseudomonas

Membros do género Pseudomonas (stricto sensu) mostram notavel
versatilidade metabolica e fisioldgica, permitindo a colonizacdo de diversos habitats
terrestres e aquaticos (PALLERONI, 1992), e sdo de grande interesse devido a sua
importancia em doencas de plantas e humanas, e seu potencial de crescimento em
aplicacdes biotecnolégicas (Figura 3). Desde que o género Pseudomonas foi
descrito pela primeira vez, a atribuicdo as espécies dentro do género tem sido
controverso (SILBY et al., 2011). Stanier et al. (1966) publicou um balanco completo
da taxonomia de Pseudomonas spp., em grande parte determinado por fenétipos e
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capacidades bioquimicas (SILBY et al.,, 2011). A resolucdo da sua estrutura
intragenérica usando hibridacdo DNA-DNA (HDD), a andlise das sequéncias de
genes de rRNA e de “housekeeping” e sequenciamento multilocus (PALLERONI et
al., 1973; MOORE et al., 1996; MAIDEN et al., 1998; GARDAN et al., 1999; ANZAI et
al., 2000; YAMAMOTO et al., 2000; GORIS et al., 2007) tém ajudado na definicdo
taxonbmica e reorganizacdo das espécies (PALLERONI & MOORE, 2004).
Baseados principalmente em dados de estudos moleculares as estirpes que se
pensava pertencer a Pseudomonas stricto sensu (ha subclasse Gamma de
Proteobacteria) foram separadas do género e colocadas nos géneros Burkholderia,
Ralstonia e Comamonas (Betaproteobacteria) (KERSTERS et al., 1996).

Figura 3: A variedade funcional e ambiental de Pseudomonas spp. O ancestral
comum do Pseudomonas encontrou uma gama de ambientes abiéticos e
bidticos que levou a evolugdo de uma infinidade de tracos e estilos de
vida com uma sobreposicao significativa entre as espécies (SILBY et al.
2011)
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As pseudomonadas veem sendo relatadas devido sua capacidade de trocar
informacdes genéticas através de transferéncia horizontal de genes (THG), através
de fagos, plasmideos, transposons e ilhas genbmicas (IG), auxiliando na
disseminacdo, bem como na evolucdo de novas vias metabdlicas diversificadas
(SILBY et al., 2011; PALIWAL et al., 2014). Estes processos permitem a
sobrevivéncia prolongada de recursos genéticos. Destes elementos genéticos
moveis (EGM), IG, especialmente, tém sido relatadas por codificar genes
relacionados a versatilidade metabdlica, patogenicidade e resisténcia a metais
pesados pelos micro-organismos (BOIDY et al., 2009; JUHAS et al., 2009; PALIWAL
et al., 2014). Essas capacidades poderiam ser exploradas através da
bioaumentacdo genética na reproducado in situ da populacdo nativa, que ndo sé
garante a sobrevivéncia de novos determinantes genéticos, mas também ajuda a
melhorar a biorremediagdo (PALIWAL et al., 2014).

Muitas pseudomonadas interagem com plantas e diversas espécies
contribuem para a saude da planta antagonizando micro-organismos fitopatogénicos
de plantas (controle biolégico) e influenciando diretamente a resisténcia a doencas
de plantas e crescimento (promocédo de crescimento vegetal) - ambos como
endofitos de plantas (RYAN et al., 2008.) e como colonizadoras rizosféricas (HAAS
& DEFAGO, 2005). Muitos metabdlitos secundarios produzidos por diferentes
linhagens de Pseudomonas foram detectados e investigados por causa de sua
atividade antimicrobiana (LEISINGER & MARGRAFF, 1979; SILBY et al., 2011).

A biorremediacéo utiliza micro-organismos para degradar ou descontaminar
areas com metais pesados. A versatilidade nutritiva excepcional das pseudomonas,
juntamente com a produgdo de biosurfactantes capazes de mobilizar
hidrocarbonetos liquidos em fase ndo aquosa para uma fase aquosa (DESAI &
BANAT, 1997), sédo fatores que as tornam excelentes candidatas para a
biorremediacao (SILBY et al., 2011).

Pseudomonas aeruginosa € frequentemente isolada em solos e aguas
subterraneas contaminadas por petroleo (RIDGWAY et al., 1990). Pseudomonas
putida foi estudada extensivamente em biotecnologia ambiental por causa de suas
capacidades na biorremediacédo de residuos organicos toxicos, incluindo compostos

de hidrocarbonetos aromaticos (LOH & CAO, 2008). Outras espécies de
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Pseudomonas identificadas com propriedades de biorremediacdo incluem P.
mendocina (WHITED & GIBSON, 1991) e P. stutzeri (GRIMBERG, 1996).
Pseudomonas fluorescens sédo geralmente consideradas como comensais de
plantas e tém sido estudadas por suas propriedades de biocontrole e promocéo de
crescimento vegetal (HAAS & DEFAGO, 2005). Pseudomonas putida KT2440 € uma
bactéria do solo que se associa as plantas, a qual despertou interesse
biotecnoldgico devido suas propriedades de biodegradacao (SILBY et al., 2011).
Devido as diversas propriedades benéficas apresentadas pelos micro-
organismos e pelo pouco conhecimento da microbiota habitante da torta de filtro,
utilizamos o gene 16S que é atualmente, o alvo mais importante de estudo em
ecologia bacteriana (VETROVSKY & BALDRIAN, 2013) e a isoenzima a-esterase
para caracterizar e identificar os isolados bacterianos desse subproduto do setor

agroenergético.

2.8 O uso do gene 16S rRNA e da isoenzima a-esterase na identificagao
bacteriana

Os estudos com o gene 16S rRNA foram iniciados por Carl Woese que
argumentou que esta molécula era um excelente marcador molecular (ATLAS &
BARTHA, 1998; PEDRINHO, 2009). Os RNAs ribossomais estdo entre as
macromoléculas mais conservadas evolutivamente em todos os seres vivos. Estas
regides conservadas estao alternadas entre 9 regides variaveis (V1 a V9).

Seu papel funcional no sistema de processamento de informacdes deve ter
sido bem estabelecido nos primeiros ancestrais comuns de Bactéria, Arquea e
Eucaria. Os genes dos rRNA em todos 0s organismos contemporaneos partem de
um ancestral comum e eles ndo parecem submeter-se a transferéncia lateral de
gene entre espeécies. Por causa das unidades funcionais, grandes por¢gbes nos
genes rRNA sdo bem conservadas e suas sequéncias podem ser usadas para medir
distancias filogenéticas, mesmo entre 0s organismos mais distintamente
relacionados. Variagcdes nas sequéncias dos nucleotideos do gene de rRNA séo
indicios de mudangas evolucionarias. Resultados de filogenia baseados nas analises
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do gene 16S rRNA revelaram separacao dos dominios Bactéria, Archaea e Eucaria.
Estudos filogenéticos moleculares proporcionam uma ideia de evolugdo em grande
escala; quando vista desta maneira mostram a importancia dos micro-organismos na
histéria evolutiva da vida na Terra, que ndo pode ser ignorada (ATLAS & BARTHA,
1998; PEDRINHO, 2009).

O gene 16S rRNA é composto por um conjunto de aproximadamente 1550
nucleotideos (WOESE et al. 1987; PAIXAO, 2009). Esse gene vem sendo
amplamente utilizado na elucidacdo da diversidade e filogenia dos microrganismos.
Este marcador é tdo seguro e aceito pela comunidade cientifica que um banco de
dados especificos para o gene 16S rRNA, o Ribosomal Database Project (RDP) foi
criado e encontra-se disponivel para pesquisa e consulta no endereco:
http://rdp.cme.msu.edu/ (COLE et al. 2014)

Assim como o 16S, a utilizacdo das isoenzimas tem desempenhado papel
importante na caracterizacdo e identificacdo de diversas espécies, principalmente
dos individuos pertencentes a uma mesma espécie, como no caso das variedades.
De maneira simplificada, as isoenzimas podem ser consideradas variacbes de uma
dada enzima dentro de um organismo, que apresentam uma mesma especificidade
de substrato. Assim sendo, a variacdo especifica em numero, composicdo e
atividade das isoenzimas em cada sistema enzimatico, permite a diferenciacao entre
variedades (LARSEN, 1969).

Vérias sdo as enzimas utilizadas para caracterizacdo e identificacdo de
diversas espécies, tais como: esterases, superéxido dismutase, alcool
desidrogenase, glicose - 6 - fosfato desidrogenase, entre outras. As funcdes de cada
enzima variam, sendo as esterases enzimas capazes de hidrolisar ligacdes do tipo
éster de uma grande variedade de substratos, estas sdo classificadas em a-
esterases, p-esterases e C-esterases (BASTOS, 2001).

A partir da inferéncia dada por essas e por outras técnicas moleculares, varias
bactérias promotoras do crescimento de plantas, solubilizadoras de fosfato e
resistentes a metais pesados, ja foram descritas em diferentes ambientes. Nesse
estudo, utilizamos esses marcadores moleculares para identificar bactérias isoladas

da torta de filtro, um subproduto do setor agroenergético.



31

2.9 Feijao guandu (Cajanus cajan): uma planta multiuso

O feijdo guandu [Cajanus cajan (L.) Millspaugh] pertence a familia Fabaceae,
subfamilia Faboideae, uma leguminosa arbustiva anual ou semiperene é uma cultura
importante para diversos paises dos trépicos e subtrépicos, principalmente os paises
asiaticos e africanos. A sua origem ainda € motivo de controvérsia, divergindo entre
o Continente Africano e a india (NENE & SHEILA, 1990; VAN DER MAESEN, 1990).
Esta leguminosa foi introduzida no Brasil provavelmente pela rota dos escravos, nos
navios negreiros procedentes da Africa, tornando-se largamente distribuida e
seminaturalizada na regiéo tropical (SEIFFERT & THIAGO, 1983).

O Cajanus cajan possui 0S seguintes nomes comuns nos mais variados
lugares do globo: Guandul, paraguayo, sachacafé, falso café, arveja (Argentina),
feijdo guandu, guandu (Brasil), quinchoncho (Venezuela), frijol de arbol (México),
cumandai (Paraguai), red gram, tur, arhar, dahl (india), pigeon pea (Austrélia), pois
d’angole (paises de lingua francesa), puerto rican bean, pigeon pea (Havali)
(Azevedo et al., 2007)

Encontrada com frequéncia em todo o Brasil, esta leguminosa pode ser
observada principalmente nos quintais domésticos de muitas cidades do interior.
Esta popularidade estd relacionada com a palatabilidade de seus grédos verdes,
podendo substituir ervilhas enlatadas. Seus gréos secos podem ser empregados da
mesma forma que o feijjdo comum para o consumo humano, além de serem
avidamente consumidos por aves domésticas (SEIFFERT & THIAGO, 1983).

Com utilizagdo bastante diversificada, a cultura do feijdo guandu pode ser
usada para os mais diversos fins: como planta melhoradora de solos, na
recuperacdo de areas degradadas, como planta fitorremediadora, na renovacéo de
pastagens, na alimentacdo de animais domeésticos e da pecuéaria, também
largamente utilizada na alimentagdo humana (AZEVEDO et al., 2007) por apresentar
na sua composi¢cao um elevado teor proteico, semelhante a outras leguminosas e
por sua composicdo ser rica em aminoacidos, semelhante ao feijdo comum
(Phaseolus vulgaris L.).

O feijdo guandu constitui-se em uma das plantas de maior uso como

adubacdo verde, por que além de possuir um sistema radicular profundo e



32

ramificado que, torna-o capaz de resistir ao estresse hidrico, possibilita-o romper
camadas adensadas de solos, como “pé de arado”. Devido a isso, o guandu é
chamado de arado biologico, e tem se destacado com relacdo as melhorias na
fertilidade do solo (SEIFFERT & THIAGO, 1983; ALCANTARA et al., 2000;
RODRIGUES FILHO et al., 1996; AZEVEDO et al., 2007).

Essa leguminosa tem sido uma opg¢do promissora para a recuperagao de
areas degradadas, sendo utilizada em diversos trabalhos, com resultados
significativos (BELTRAME & RODRIGUES, 2007; FARIA & CAMPELLO, 2000;
IBAMA, 1990; NASCIMENTO & SILVA, 2004), além de poder ser usada como
fitorremediadora (PIRES, et al.,, 2003, 2006; PELEGRINI et al., 2003) e na
alimentacdo humana por apresentar na sua composicdo um elevado teor proteico,
semelhante a outras leguminosas. A sua composi¢cao em aminoacidos é semelhante
ao feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) (AZEVEDO et al. 2007).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Fluxograma Experimental:
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3.1.1 Coleta de solo

A coleta foi realizada no dia 22 de janeiro de 2013, na Usina Santa Fé S.A.,
no municipio de Nova Europa-SP (Latitude: -21.7783, Longitude: -48.5593 21° 46’
42" Sul, 48° 33" 33" Oeste), em trés diferentes pontos da torta de filtro que se
encontrava a temperatura ambiente, sendo assim caracterizada como uma semi-
compostagem. As amostras foram coletadas, identificadas, acondicionadas em caixa
térmica contendo gelo seco e encaminhadas ao Departamento de Tecnologia, da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal-SP (FCAV),

onde foram realizadas as analises.

3.2 Isolamento bacteriano

Inicialmente foi produzida uma suspenséao de 10 g do composto em 90 mL de
agua destilada estéril que permaneceu sob agitacao a 160 rpm, a 28°C, durante 1h.
Em seqguida, 1,0 mL desta mistura foi transferido para tubos estéreis, contendo 9,0
mL de solucao salina (NaCl — 0,85%) e cicloheximida [300 pg/mL] (PANTHIER et al.,
1979) agitados nas mesmas condi¢cdes anteriores. Apds agitacdo, foi realizada
diluicdo seriada das células contidas na suspenséo, transferindo-se 100 uL de cada
diluicdo para placas de Petri, contendo meio sélido DYGS (RODRIGUEZ NETO et
al., 1986) que ficaram inoculadas em estufa tipo “BOD”, a 30°C, por 48 h. Apos
purificagéo, as coldnias individuais foram suspensas em caldo nutriente contendo

20% de glicerol e armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

3.3 Extracéo de isoenzima

Depois do crescimento em DYGS liquido, as células bacterianas foram
lavadas com solucéo salina e, em seguida centrifugadas (centrifuga RC5C Sorvall
Instruments), a temperatura de 4°C a 16.266 x g, durante 30 minutos. Apos
centrifugacgéo, o precipitado foi lavado com solucdo salina (NaCl - 0,85%) por duas

vezes para remocdo do meio de cultura, em seguida, ressuspendido em solucéo
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salina novamente até se obter 400 Kletts de densidade Optica. Dessa suspensao
bacteriana, aliquotas de 4 mL foram retiradas e centrifugadoas a 16.000 x g durante
5 minutos e as células foram ressuspendidas em 0.5 mL de tampéo de extracéo
(temperatura ambiente) (Tabela 6), seguidas de centrifugacdo a 16.000 x g durante
5 minutos e novamente em 0.5ml do tampé&o, contendo 1 mg/ml de lisozima,
ressuspensas. Em seguida, foram incubadas durante 10 minutos a temperatura
ambiente, centrifugadas a 16.000 x g durante 5 minutos e ressuspendidas em 0,5ml
de tampéo de sonicacdo, onde novamente adicionou os componentes no Tris gelado
(Tabela 7). As amostras foram sonicadas (banho de gelo) em Sonicador Branson
Sonifer mod. 250 acoplado de micro tip, durante 5 minutos (com duty cycle 10 e
output 5 (20W). As amostras foram centrifugadas a 16.000 x g a 4°C durante 20
minutos e o0 sobrenadante foi coletado (isoenzimas), para posterior analise

eletroforética.

Tabela 6: Solugcdo tampao de extracao (quantidade suficiente para 100ml)

Componente Quantidade
Acetato de Magnésio 5mM 0,1g
Glicerol a 15% 15¢g
2-Mercaptoetanol 0,1% 100ul

Tris - HCI 0,1M 1,219

pH 7,2

Tabela 7: Solugao tampéo de sonicagéo (quantidade suficiente para 100ml)

Componente Quantidade
Glicerol 15% 15¢g

Tris — HCI 0,1M 1,219

pH 8,8

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para a eletroforese das isoenzimas em gel de poliacrilamida, foram utilizados

géis de separacao (Tabela 8) a 10%, de concentracdo (Tabela 9) a 5%, preparados
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e montados entre placas de vidro de 105 x 80mm, com espagador de 1mm. No
processo eletroforético, foi utilizado cubas especiais “Sigma — Chemical C.O.”
preenchidas com tampéo de corrida (Tabela 6). A eletroforese foi realizada em
camara fria sob corrente de 500 mA a 200V (Fonte Bio-Rad, Model 1000/500, Power
Supply) durante aproximadamente cinco horas e no gel foi aplicado cerca de 25ul de

isoenzima referente a cada amostra.

Tabela 8: Solucao gel de separacédo a 10%

Componente Quantidade
Tris—HCI 2,25 M 4,90 ml
Acrilamida: Bis Acrilamida 9,80 ml
Temed 40ul
Persulfato de Aménio a 10% 350ul
Agua 14,95 ml
pH 8,8

Tabela 9: Solucéo gel de concentracao a 5%

Componente Quantidade
Tris 0,5 M 4,0ml
Acrilamida: Bis Acrilamida 2,66ml
Temed 30ul
Persulfato de Aménio a 10% 150pl
Agua 9,20ml

pH 6,8

Tabela 10: Solucdo tampé&o de corrida (quantidade suficiente para um litro)

Componente Quantidade
Glicina 0,096 M 7,19
Tris — HCI 0,0125 M 1,59

oH 7,9
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3.4.1 Deteccdao isoenzimatica

A revelacdo das bandas da isoenzima no gel foi realizada segundo as
metodologias descritas por PASTEUR et al. (1988) e ALFENAS et al. (1991).
Utilizando o seguinte revelador:

3.4.2 Alfa-esterase

e Tampéo fosfato 0,1M — 100ml (pH 6,2)

e Fast Blue (0,12g) — 100ml

e Alfa — nafitilacetato — 70mg

Ao tampdao fosfato foram misturados o Fast Blue e o Alfa-nafitilacetato e apos
agitacao rigorosa foram adicionados ao gel. O tempo de colorag&o variou de 30 a 40
minutos (PASTEUR et al, 1988).

3.5 Extracao e quantificacdo do DNA

A bactéria cresceu em meio DYGS durante 48 h, a 28° C, sob agitacdo
constante de 160 rpm. Apds este periodo, a suspensdo bacteriana foi centrifugada a
15,294 x g durante 15 min a temperatura ambiente. O precipitado foi utilizado para
extragcdo de DNA de acordo com Marmur (1961), adaptado. O pellet celular (0.05g)
foi ressuspenso em 400 uL de solugéo salina 0.85%. Adicionado 40 uL de solugéo
lisozima (20 mg/mL), o eppendorf agitado em vortex e acrescentado 13 pL de
solucdo RNAse (10 mg/mL). Os eppendorfs foram deixados em banho maria a 37°C
por 2 horas (agitados cuidadosamente por inversdo do tubo, ocasionalmente). Ao
serem retirados do banho, foram acrescentados 44 puL de SDS a 20% e agitados
manualmente por 5 minutos. Acrescentado 158 uL de solugéo acetato de Sodio 3M
e agitados manualmente por 5 minutos. Adicionado 650 L de cloroférmio: Alcool
Isoamilico (24:1) gelado, os eppendorfs agitados manualmente por 5 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 15.294 x g, por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
coletado e a lavagem com cloroférmio, repetida. Apos, foram coletada novamente a
fase superior, acrescentados dois volumes de etanol absoluto gelado e os tubos

foram misturados por inversdao. As amostras foram incubadas a -80°C, por 20
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minutos. Em seguida, centrifugadas a 15.294 x g, por 30 minutos, a 4°C, o
sobrenadante descartado, adicionado 1 mL de Etanol 70% onde fez-se uma
lavagem do DNA. O etanol foi descartado e os eppendorfs invertidos sobre papel
toalha e depois levados para o fluxo laminar, onde obteram uma total secagem.
Apo6s secos, o pellet foi ressuspenso em 100 pL de TE (10:1). A qualidade e
integridade do DNA foram verificadas através da andlise eletroforética em gel de

agarose 0,8%.

3.6 PCR de amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA

Os DNAs foram amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
com oligonucleotideos iniciadores especificos para o gene 16S rRNA pA (5'- AGA
GTT TGA TCC TGG CTC AG - 3) e pcsb (5-TAC CTT GTT ACG ACT T-3"),
descritos por Kuske et al., (1997). As reacdes de PCR continham 10 mM de dNTPs,
10 pmol de cada iniciador, MgCl, a 2 mM, Tampé&o de PCR 1X [20 mM Tris-HCI (pH
8,4), 50 mM KClI], 1,25 U de Tag DNA polimerase (Fermentas ®) e 60 ng de DNA
genbmico, g.s.p. (quantidade sufuciente para) 20ul. A PCR foi realizada no Gene
Amp PCR System 9700 termociclador (Applied Biosystems ®), utilizando um passo
inicial de desnaturacdo a 94° C durante 2 minutos, seguido por 30 ciclos de
desnaturacdo a 94° C durante 30 segundos, hibridagcdo a 50° C durante 30
segundos, seguidos de uma extensao final de 72°C, por 1 minuto.

As reagOes de sequenciamento foram realizadas em microplacas utilizando o
kit “DNA Sequencing-Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready ABI Prism”
Versdao 3. Utilizando-se: 1 pL dos terminadores Big Dye; 5 pmoles dos
oligonucleotideos iniciadores; 50 ng de DNA gendmico; 4 uL de tampao 2,5 X (400
mM Tris-HCI, pH 9; 10 mM MgCly); H,O mili-Q estéril (gsp) 10 uL. A amplificacao foi
feita utilizando um passo inicial de desnaturacéo a 96° C durante 2 minutos, seguido
por 40 ciclos de desnaturacdo a 94° C durante 10 segundos, hibridacdo a 53° C
durante 5 segundos, seguidos de uma extenséao final de 60°C, por 4 minutos. As
reacoes de sequenciamento foram purificadas por precipitacdo do etanol. Em

seguida, as amostras foram ressuspendidas com 9 uL Hi-Di Formamide — Catélogo
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— P/IN 4311320 (ABI Prism) e desnaturadas a 95°C por 5 minutos. O
sequenciamento do DNA foi realizado no sequenciador capilar modelo ABI 3100 —

Perkin Elmer.

3.7 Andlise das sequéncias

A partir dos eletroferogramas gerados pelo sequenciamento, foi feita uma
selecdo das sequéncias adequadas a partir do programa Phred/Phrap (GORDON et
al., 1998), o qual analisou a qualidade das sequéncias, gerando arquivos no formato
“fasta”, onde o nivel de exigéncia minima foi de 300 bases com qualidade Phred
maior ou igual a 20 (EWING et al.,, 1998). Os contigs das sequéncias foram
submetidos a consulta de similaridade de nucleotideos, com sequéncias depositadas
no banco de dados GenBank acessado através do “site” do NCBI (“National Center
for Biotecnology Information”). A ferramenta utilizada para consulta foi o BLAST local
- “Basic Local Alignment Search Tools” (ALTSCHUL et al., 1997).

3.8 Construcado do dendrograma

Para a construcdo do dendrograma a partir da sequéncia (F) do isolado
JAB-47, destaque nos testes de resisténcia ao Cd, solubilizacdo de fosfato e
producdo de acido indol acético, o eletroferograma teve a qualidade avaliada pelo
Phred e uma busca por estrutura quimérica foi realizada a partir do Dechiper
(WRIGHT et al. 2012). A busca de sequéncias similares foi realizada com o
Megablast (NCBI) (McGINNIS & MADDEN) e SegMatch (RDP II) (MAIDAK et al.
2000) . A classificacdo taxonémica foi realizada com o Classifier (RDP 1) utilizando
corte de confianca de 95% para classificacdo em nivel de género. O conjunto de
sequéncias utilizadas para a comparacdo com a sequéncia JAB47(F), foram
recuperadas a partir do GenBank (BENSON et al. 2006). Ap6s o alinhamento no
Clustal W disponivel no BioEdit 7.0.9.0, a arvore foi construida utilizando o programa
Mega 5.05. Para tanto, foi empregado o método de Neighbor-joining, bootstrap para

1.000 réplicas, matriz de substituicdo de nucleotideos Jukes-Cantor e opc¢ao
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Pairwise deletion. Nos ramos do dendrograma, foram considerados apenas valores
de suporte acima de 70%.

3.9 Resisténcia ao metal pesado

Para a determinagdo de resisténcia ao MP, foi utilizada a técnica da
concentracgdo inibitéria minima (CMI). As bactérias foram inoculadas em meio DYGS
sélido acrescidos de 0,1; 1,5 e 3,0 mM de CdCl; (cloreto de cadmio) (Symanski,
2005) e incubadas em BOD a 28° C, durante 96 h. Apds esse periodo foi avaliada a
capacidade de desenvolvimento das bactérias. Assim, as bactérias que se

desenvolveram no meio sélido contendo CdCl, foram consideradas resistentes.

3.10 Efeito da presenca de Cd nas curvas de crescimento

O efeito da presenca de cadmio no crescimento bacteriano foi determinado
medindo a densidade Optica a 600 nm. Uma colbnia de 24 h foi inoculada em
“‘erlenmeyer”, com capacidade para 125 mL, contendo 50 mL de meio liquido DYGS,
e incubado em agitador rotatério 140 rpm, 29 °C por 24 h, ou seja, até obtencédo de
uma suspensao com leitura de densidade o6ptica (DO 600) igual a 1,50. Aliquotas
das culturas correspondentes a 0.2% (v/v) foram transferidas para “erlenmeyer” de
125 mL contendo 50 mL do meio liquido com e sem a presenca do metal e
incubadas a 29°C, sob agitacdo a 140 rpm. Para obter a taxa de crescimento,
amostras de curso de tempo o meio de cultura foram retiradas em intervalos de
tempo apropriados, e o crescimento celular foi monitorado através da medicdo da
densidade Optica a 600 nm (DO 600). Os meios de cultivo foram centrifugados
(16000 x g, 4° C, 20 min) e as amostras analisadas por DO antes da centrifugacao.
Apos a centrifugagdo as células foram ressuspendidas em solucdo salina 0.85% e
DO superiores a 1,0, foram diluidas (1:3) antes da leitura. As leituras de DO foram
realizadas colocando a amostra (diluida ou ndo) num cuvete (1 ml), que foi
digitalizada utilizando um espectrofotometro. Os resultados foram apresentados
como o crescimento relativo em comparagdo com o crescimento em meio isento de

metal.
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3.11 Avaliacédo da solubilizacéo de fosfato

O teste de solubilizacdo do fosfato foi realizado quanto a capacidade in vitro
em solubilizar fosfato pelo uso do meio sélido NBRIP (NAUTIYAL, 1999) contendo
fosfato insoltvel adicionado de azul de bromotimol (C27H2gBr.0sS - 624,38 g.mol™)
para indicacédo do pH. Os isolados foram incubados a 28°C por 7 dias e as medicdes
do halo e da colbénia foram realizadas a partir das 24h de incubacéo, todos os dias
no mesmo horério até a coldnia cessar crescimento ao sétimo dia. Como controle
positivo foi utilizada a cepa de Azospirillum brasiliense Vi22 (Ambrosini et al, 2011).

O halo de solubilizagéo foi estimado subtraindo-se o diametro da colonia.

3.12 Determinacéo colorimétrica do AlA

A producéo de &cidol indol acético das estirpes bacterianas foi determinada
segundo a metodologia colorimétrica em microplacas descrita por SARWAR &
KREMER (1995). A producdo de acidol indol acético das estirpes bacterianas foi
determinada segundo a metodologia colorimétrica descrita por SARWAR &
KREMER (1995). Dois mililitros de suspensdo bacteriana com densidade oOtica
ajustada (D.0.=0,5) foram inoculadas em frascos erlenmeyer contendo 28 mL de
meio de cultivo, acrescido de 1 mL de solucéo de triptofano (3 mg.mL-1). Os frascos
foram incubados a 30°C no escuro e sob agitacdo constante. A quantificacao foi
realizada 24, 48 e 72h apdés a inoculagdo. Uma aliquota de 150 ul de cada cultura e
100 pl do reagente de Salkowisk (1mL de FeCls.6H20 0,5M em 50 mL de HCIO4
35%) foram colocados em pocos de microplacas de poliestireno e incubados no
escuro por 30 minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotometro a 492 nm e
a concentracao de AIA estimada através de uma curva padrdao com concentracdes
conhecidas de AIA. Foram utilizadas duas repeticdes para cada estirpe bacteriana

além de um meio de cultura estéril como controle.
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3.13 Inoculacéo e avaliacdo das sementes estressadas por Cd

Neste teste, somente a bactéria que obteve destaque nas avaliacdes
anteriores foi submetida. A bactéria foi crescida em meio DYGS liquido, a 28° C, a
150 rpm, durante 48 h. Apds esse periodo uma parte desse meio contendo células
da bactéria foi misturada a trés partes de PVP (polivinilpirrolidona). A essa mistura
foi adicionadas sementes de feijdo guandu desinfetadas com etanol 70% (trés
lavagens de 5 minutos cada) e hipoclorito de sédio 3% (trés lavagens de 3 minutos
cada). As sementes inoculadas foram colocadas para germinar em recipientes
plasticos, sobre papel filtro. Os tratamentos com quatro repeticbes cada,
constituiram-se de H,O (controle) e solucdo a 1,0 mMol de CdCl,, tanto para as
sementes inoculadas, quanto para as ndo inoculadas. Foi aplicado um fotoperiodo
de 12 h e a germinacéo foi avaliada a cada 24 h, durante 7 dias. Apos 20 dias foram
separadas a parte aérea e raiz das sementes. A seguir, 0s materiais acondicionados
em sacos de papel e identificados foram levados a estufa com circulacdo de ar
durante 72 h a 55° C.

3.14 Dosagem de Cd

Apds as amostras estarem secas e moidas foi realizada uma digestdo nitro
perclorica, descrita por Griepink & Tolg (1989). A digestéo total das amostras foi em
seguida encaminhada para o Laboratério Central da FCAV, para que a leitura fosse

realizada em um espectrofotdbmetro de absorcdo atbmica — GBC 932 AA.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coleta, Isolamento e identificacédo dos Isolados

O processo de isolamento das bactérias da torta de filtro foi eficiente. O
namero total de isolados rizosféricos obtidos pela metodologia adotada foi de 55
isolados, dos quais 46 apresentaram padrao de bandas para a isoenzima a-esterase

(Figura 4). A partir da analise no perfil de bandas, 16 isolados foram descartados por
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apresentarem alto grau de semelhanca. Assim, os padrdes mais diversificados e os
gue nao apresentaram especificidade para esse substrato, foram submetidos a
identificacédo pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.

123456789 lﬂllll 13141516171819 20 2 3940414243 34 4546 t7a! 4! S05152535458

Figura 4: Sistema isoenzimatico a-esterase em gel de poliacrilamida. Gel A:
Isolados JAB-01 ao JAB-20. Gel B: Isolados JAB-21 ao JAB-42. Gel C:
Isolados JAB-39 ao JAB-55. Mostrando as diferencas, semelhancas e
auséncia nos padrdes de bandas.

O meio DYGS por ser um meio rico e de rapido crescimento, mostrou-se
eficaz para o desenvolvimento de isolados bacterianos da torta de filtro.

O método de extracdo do DNA utilizado foi considerado adequado e gerou
material genético de boa qualidade e bom rendimento para a maioria dos isolados
(Figura 5)

Kb 1 2 3 S 1011 1213 14

10000pb—>-—-- TWESWEN- W

10.000 pb —= e e N

Kb15 161718 B2ﬂ 2122 23 24 25 262728

Figura 5: Perfil eletroforético de alguns dos isolados da torta de filtro, em gel de
agarose 0,8% contendo Brometo de etideo (0,5 mg/uL). Canaletas: Kb -
padrao de tamanho molecular (1 Kb Gene Ruler DNA Ladder -
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Fermentas). As demais canaletas correspondem aos isolados JAB-01 ao
JAB-28.

A reacdo de PCR foi realizada com os DNAs obtidos juntamente com os
oligonucleotideos especificos para o gene 16S rRNA, gerando fragmentos com 1500
pb, sendo adequado para o sequenciamento (Figura 6). As sequéncias obtidas
foram submetidas a andlise de similaridade de nucleotideos com o banco de dados

GenBank para que pudessem ser identificadas e classificadas.

Kb 30 31323334 35 36373839 40 4142 43 4445 46

1500[.)b-—) - ————— ———

Figura 6: Perfil eletroforético de fragmentos de DNA gerados pela amplificacdo do
DNA de alguns dos isolados da torta de filtro, pelos oligonucleotideos
iniciadores especificos para o gene 16S r RNA pA e p65B, em gel de
agarose 1% contendo Brometo de etideo (0,5 mg/uL). Canaletas Kb —
padrdo de tamanho molecular (1 Kb Gene Ruler DNA Ladder -
Fermentas). Demais canaletas correspondem aos isolados JAB-30 ao
JAB-46.

A analise pelo “Blast” permitiu que as sequéncias pudessem ser classificadas
taxonomicamente. Os resultados entre as sequéncias obtidas em relacdo as do
banco de dados apresentaram entre 90-96% de similaridade, o que indica

confiabilidade para os resultados encontrados (Tabela 11).



Tabela 11: Classificacao dos isolados bacterianos

Sigla do “Blast” Similaridade
isolado

JAB-01 Bacillus sp 92%
JAB-04 Lysinibacillus sp 95%
JAB-05 Bacillus sp 90%
JAB-06 Brevibacillus sp 95%
JAB-07 Brevibacillus sp 94%
JAB-08 Brevibacillus sp 94%
JAB-09 Lysinibacillus sp 91%
JAB-10 Brevibacillus sp 96%
JAB-11 Paenibacillus sp 91%
JAB-14 Microbacterium sp 94%
JAB-18 Bacillus sp 93%
JAB-19 Bacillus sp 94%
JAB-20 Staphylococcus sp 93%
JAB-21 Bacillus sp 90%
JAB-24 Bacillus sp 94%
JAB-26 Bacillus sp 92%
JAB-27 Bacillus sp 93%
JAB-28 Bacillus sp 94%
JAB-29 Bacillus sp 94%
JAB-33 Bacillus sp 91%
JAB-34 Bacillus sp 91%
JAB-35 Bacillus sp 91%
JAB-36 Bacillus sp 94%
JAB-37 Bacillus sp 94%
JAB-40 Bacillus sp 92%
JAB-44 Bacillus sp 91%
JAB-45 Bacillus sp 92%
JAB-46 Pantoea sp 91%
JAB-47 Pseudomonas sp 96%
JAB-48 Bacillus sp 91%
JAB-50 Bacillus sp 92%
JAB-51 Acinetobacter sp 93%
JAB-52 Bacillus sp 93%
JAB-53 Bacillus sp 94%
JAB-54 Bacillus sp 93%

JAB-55 Bacillus sp 92%
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4.2 Dendrograma de similaridade

Para montagem do dendrograma de similaridade, utilizou-se apenas a
sequéncia (F) do isolado JAB-47, que foi o utilizado para inoculacdo em sementes
de feijdo guandu. A partir deste foi possivel confirmar que a sequéncia obtida a partir
do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, pertence ao género Pseudomonas,
com 91% de similaridade com a bactéria P. putida S16 (TANG et al. 2012), uma

bactéria com habilidade para degradar nicotina.

75 CPO00712.1 Pseudomonas putida F1
83 CP003588.1 Pseudomonas putida ND6
CPO03738.1 Pseudomonas putida HB3267

AF500312.1 Psendomonas sp. PALI

CP000949.1 Psendomonas putida W619

CP002870.1 Pseudomonas putida S16

1"JAB47 (F)

100y CP002496.1 Pseudomonas aeruginosa MI18

CPO0O0438.1 Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PAI4

CP002881.1 Psenudomonas sturzeri ATCC 17588 = LMG 11199 )

1000 CP002622.1 Psendomonas stutzeri DSM 4166 Proteobacteria
CP000076.1 Pseudomonas protegens PI-5

10
CPO000SS. 1 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A

100 CPOOD0TS. 1 Pseudomonas syringae pv. syringae B728a

94 CPO03041.1 Pseudomonas fluorescens AS06
| ! i('l’(l)}l 50.1 Psendomonas fluorescens FI113

M CP002585.1 Pseudomonas brassicacearum subsp. brassicacearum NFM42|

10( AF500317.1 Acinetobacter sp. PCII
100 AF500327.1 Acinetobacter sp. PG7
82 AF500324.1 Acinetobacter sp. PF11

i e AF500319.1 Enterobacter sp. PDI12 -
AFS500311.1 Paenibacillus sp. PA9
AF500321.1 Bacillus sp. PEI2

‘)7‘_)7‘-E\I'5(KUIS 1 Bacillus sp. PC6 Firmicutes
93 AF500328.1 Bacillus sp. PHS
84 AF500320.1 Bacillus sp. PE4

I(M'{ AF500326.1 Rhodococcus sp. PG6

AF500316.1 Rhodococcus sp. PC10

AFS00313.1 Arthrobacter sp. PBS Actinobacteria
AF500322.1 Arthrobacter sp. PF3
AF500318.1 Arthrobacter sp. PC12
KF836722.1 Uncultured archacon clone OPA-GC ] Archaea

1

0.03

Figura 7: Dendrograma de similaridade a partir da sequéncia F do isolado JAB-47.
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4.3 Avaliacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) do Cd para os
isolados

A partir do meio solido DYGS, acrescido de duas diferentes concentragfes
(2,5 e 3,0 mM) de CdCl,, o isolado JAB47 mostrou bom desenvolvimento quando
submetido a concentracdo de 1,5 mM (Figura 8A, 8C) e quando exposto a 3,0 mM
seu crescimento foi inibido (Figura 8B, 8D). Essa inibicao foi verificada para todos os

isolados testados.

Figura 8: Desenvolvimento bacteriano em meio de cultura contendo Cd

Dourado et al. (2013), trabalhando com isolados rizosféricos de solo cultivado
com arvores de café, contaminado artificialmente, selecionou em meio de cultivo,
bactérias tolerantes a 5,0 mM de CdCl, incluindo Arthrobacter, Leifsonia,
Mycobacterium, Methylobacterium, Bosea, Burkholderia, Pantoea e Pseudomonas.

Na literatura disponivel, ndo foi encontradas referéncias para bactérias

tolerantes ao cAdmio que tenham sido isoladas da torta de filtro.



Tabela 12: Concentracdo minima inibidora do desenvolvimento bacteriano

Isolado

CdCl,
0,1 mM

CdCl,
1,5mM

CdCl,
3,0 mM

JAB-01

=+

JAB-04

JAB-05

+ |1

JAB-06

JAB-07

+ |1

JAB-08

JAB-09

=+

JAB-10

JAB-11

JAB-14

JAB-18

JAB-19

JAB-20

JAB-21

JAB-24

JAB-26

JAB-27

JAB-28

JAB-29

JAB-33

JAB-34

JAB-35

JAB-36

JAB-37

+ |

JAB-40

JAB-44

JAB-45

JAB-46

JAB-47

+ [+ ]+

JAB-48

JAB-50

JAB-51

+ |+

JAB-52

JAB-53

JAB-54

R I I o R I I e o I I I S o T I [ o o I [ [ S [P [T [ S ) [ [ (o B I N (S

+

JAB-55

+

* (+) presenca de coldnia (-) auséncia de colbnia

47
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4.4 Efeito da presenca do Cd nas curvas de crescimento

Os resultados obtidos nesta etapa, que teve como objetivo avaliar o efeito do
metal no crescimento de células de Pseudomonas, isolado JAB-47, estdo
apresentados na Figura 9. Foi observado que na presenca do Cd em meio liquido
DYGS, suplementado com 0,15 mM de CdCl,, houve uma inibicdo do crescimento,

porém em meio DYGS solidificado, o isolado se desenvolveu em 1,5 mM de CdCl..

2.5

2
(=]

-
v

1.0

DO 600 (nm)

Tempo (horas)

wepcultivo sem Cadmio - cultivo com Cadmio

-células ressuspendidas com Cadmio === células ressuspendidas sem Cadmio

Figura 9: Curva de crescimento da bactéria Pseudomonas cultivada em meio liquido
DYGS na presenca e auséncia de Cadmio. Onde: — ponto inicio diluicao
da amostra (1:3).

Dourado et al. (2013), a partir de uma curva demonstrou que 0 crescimento
da Burkholderia sp. SCMS54 foi mais lento quando suplementado com 0,3 mM de
CdCl; e nenhum crescimento foi observado em tratamento com 1,28 mM, porém em

meio solido, foi observado crescimento com 5,0 mM de CdCl,
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4.5 Selecao das bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico

O Pseudomonas foi o que mais se destacou diante a solubilizagao
desde as primeiras 24h, formando um halo em média de 37 mm (Figura
10A), bem evoluido em relacdo aos 4,0 mm do controle positivo (Figura
10B). Assim, o meio NBRIP foi Uutil para detectar a capacidade de
solubilizacdo de fosfato pelos isolados, porém nado favorecendo o
Azospirillum brasiliense (controle). Outros isolados se destacaram para essa
selecdo, fato que pode estar relacionado aos altos niveis de fbsforo
(PRADO et al., 2013) que sdo encontrados na torta de filtro, local de onde

estes foram isolados.

Figura 10: Formacdo do halo de solubilizagdo no sétimo dia de crescimento
bacteriano. Ao lado esquerdo pelo isolado JAB-47 e ao lado direito pelo
controle positivo.

O meio NBRIP foi util para detectar a capacidade de solubilizacdo de
fosfato pelos isolados, uma vez que na sua presenca o0s isolados positivos
ao teste formaram um halo transparente que foi indicativo de solubilizacdo
(Figura 11). A coloragcdo tanto da col6nia, quanto do meio ndo foi alterada, o

gue comprova que a formacao do halo ndo foi devido as mudancas no pH.
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Figura 11: Outros isolados que foram destaque para o teste de solubilizacdo de

fosfato. Esses pertencentes aos géneros Bacillus (JAB-40 e JAB-52) e
Pantoea (JAB-46)

Dentre varios géneros bacterianos capazes de solubilizar o fosfato,
Park et al. (2009) e Meyer et al. (2011), destacaram a habilidade do
Pseudomonas.

A presenca dessas BSF na torta de filtro € de suma importancia, uma
vez que o fosforo existente nesse composto é organico e sua liberacdo, se
da gradativamente por mineralizagcdo e por atague de micro-organismos no
solo (SANTOS et al.,, 2011). Na mineralizagdo da torta de filtro, assim como
de outras fontes de matéria organica, 0s micro-organismos produzem
substancias quelantes e complexantes que reduzem a fixacdo do fésforo no
solo e também podem produzir substancias promotoras de crescimento
radicular (DINARDO MIRANDA et al., 2010).
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Tabela 13: Diametro da area solubilizada pelos micro-organismos em meio
NBRIP

Isolado (%) 1) (%) (%) (%) (%)
halo halo halo halo halo halo
(24h) (48h) (72h) (96h) (120h) (144h)
mm mm mm mm mm mm
Controle+ 1,0 1,5 2,3 2,9 3,5 4,0
JAB-01 2,0 3,4 4,5 6,7 8,3 9,0
JAB-04 3,5 4,7 5,3 6,1 7,2 8,0
JAB-05 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
JAB-06 2,3 2,6 3,4 4,1 4.9 5,0
JAB-07 2,7 3.1 3,5 3,8 3,8 4,0
JAB-08 3,5 4,0 5.1 7,9 6,0 6,0
JAB-09 5,0 5,3 6,7 10,0 11,0 11,0
JAB-10 5,0 6,2 7.4 8,8 9,1 10,0
JAB-11 4,0 4,7 5.8 6,7 7.8 9,0
JAB-14 3,2 4,3 5,2 6,0 6,3 7.0
JAB-18 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
JAB-19 6,0 6,7 7,5 8,9 10,8 12,5
JAB-20 5,0 5,9 6,0 8,9 9,3 10,9
JAB-21 4,0 5,6 7,6 7,6 7,6 7,6
JAB-24 3,0 7,0 7.8 8,0 9,0 9,3
JAB-26 1,0 3,0 3,4 3.4 3,5 3.6
JAB-27 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
JAB-28 1,3 1,9 2.1 2,6 2,7 2,8
JAB-29 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
JAB-33 1,9 1,9 2,3 2,9 2.9 3,0
JAB-34 5,9 5,9 6,3 6,9 7.8 7.8
JAB-35 1,9 1,9 2,7 3,5 4,0 4.8
JAB-36 5,0 5,9 6,3 7,1 7.9 8,0
JAB-37 5,0 5,3 5,9 6,9 7,2 8.9
JAB-40 35 6,5 11,3 15,3 17,5 18,9
JAB-44 3,9 6,4 6,8 7,2 8.9 9,1
JAB-45 1,2 3,6 3,9 3,9 4.0 4.5
JAB-46 3,6 6,7 12,0 13,8 14,6 15,0
JAB-47 4,2 9,3 14,8 25,6 31,4 36,9
JAB-48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
JAB-50 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
JAB-51 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
JAB-52 1,3 2,3 3,0 3,9 4,3 5,0
JAB-53 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
JAB-54 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
JAB-55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4.6 Selecdo das bactérias produtoras de AIA

A producdo de AIA variou entre os isolados de acordo com a Tabela
14. O género Pseudomonas obteve destaque, mantendo a producdo do
fitormoénio em torno de 7,0 pg/mL?Y, exceto nas primeiras 24h do seu

crescimento. Isso pode ser porque nas primeiras horas a quantidade de
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metabdlitos secundarios (SPAEPEN et al.,, 2007) que eleva a produgcdo do
horménio €é baixa ou até mesmo inexistente. Assim, foi essencial a
realizacdo de leituras em diferentes tempos.

Os resultados obtidos pelos isolados foram de encontro a técnica de
guantificacdo de auxina pelo método de microplacas (Figura 12), proposta
por Sawar & Kremer (1994), que obtiveram bactérias produzindo teores

compreendidos entre 0,261 e 4,347 pug/mL™ de proteina.

Figura 12: Producéo de AIA pelos isolados (colunas de 1 a 7). A coluna 8 refere-se
a curva padréo.

A tabela 14 demonstra a variagdo na producdo de AIA pelos isolados,

nas diferentes horas do desenvolvimento bacteriano.
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Tabela 14: Dosagens colorimétrica do AIA em diferentes estagios de -cultivo

em meio DYGS suplementado com 100 ug/mL de triptofano)

Isolado 24h 48h 72h
pg/mL? | pg/mL? ug/mL*
JAB-01 1,0 3,0 4,0
JAB-04 3,0 4,0 50
JAB-05 1,0 2,0 2,0
JAB-06 3,0 4,0 5,0
JAB-07 50 7,0 7,0
JAB-08 3,0 50 50
JAB-09 50 7,0 7,0
JAB-10 0,0 1,0 2,0
JAB-11 0,0 2,0 2,0
JAB-14 0,0 2,0 2,0
JAB-18 0,0 2,0 2,0
JAB-19 0,0 2,0 3,0
JAB-20 0,0 1,0 3,0
JAB-21 0,0 3,0 4,0
JAB-24 0,0 3,0 4,0
JAB-26 0,0 3,0 3,0
JAB-27 0,0 1,0 2,0
JAB-28 0,0 2,0 3,0
JAB-29 0,0 2,0 3,0
JAB-33 1,0 2,0 3,0
JAB-34 1,0 2,0 3,0
JAB-35 2,0 4,0 5,0
JAB-36 2,0 4,0 50
JAB-37 0,0 0,0 2,0
JAB-40 0,0 0,0 2,0
JAB-44 0,0 0,0 3,0
JAB-45 0,0 0,0 3,0
JAB-46 0,0 2,0 4,0
JAB-47 1,0 5,0 7,0
JAB-48 0,0 0,0 2,0
JAB-50 0,0 0,0 1,0
JAB-51 3,0 5,0 6,0
JAB-52 1,0 3,0 4,0
JAB-53 0,0 0,0 2,0
JAB-54 0,0 0,0 1,0
JAB-55 0,0 0,0 1,0

Vérios estudos veem reportando a capacidade de diversos géneros bacterianos
promoverem o crescimento (GALDIANO-JUNIOR et al., 2011; INUI-KISH et al.,

2012; GOPALAKRISHNAN et al., 2014), em diferentes espécies vegetais. Acerca da
producdo de AIA, sabe-se que o aminoacido L-triptofano (LTrp) é um precursor

fisioloégico para a producdo de auxinas em diversas plantas e micro-organismos, e
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gue a enzima chamada ipdC (indole-3-pyruvate decarboxylase-EC4.1.1.74) é a
enzima-chave para a biossintese deste fitorménio (LEBUHN & HARTMANN, 1993).

4.7 Inoculacdo bacteriana e acumulo de Cd pelas plantulas

A desinfeccdo das sementes com etanol 70% e hipoclorito de sédio 3%, foi
eficiente na eliminacédo de micro-organismos indesejaveis. O controle feito a partir do
cultivo de algumas destas sementes em meio de cultura solido foi importante para a
inspecdo da qualidade da desinfeccdo, uma vez que nao foi observada a formacéao
de colbnias (fungos e bactérias).

O sistema de potes plasticos transparentes (Figura 13), adotado para o cultivo
das sementes, foi considerado eficiente para germinagcdo e desenvolvimento das
plantulas. A Figura 14, mostra o sistema de fotoperiodo utilizado durante o

experimento.

Figura 13: Germinacdo das sementes em sistema de potes plasticos
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Figura 14: Sistema de fotoperiodo

A inoculacdo da cultura bacteriana liqguida com as sementes de feijdo guandu
foi eficiente quando utilizado o polivinilpirriidona (PVP), pois esse possui a
capacidade de proteger as bactérias através da absor¢cdo de compostos
polifendlicos dos exudatos das sementes Bushby & Marshall (1977) e formacéo de

um filme protetor, impedindo perdas de agua.
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Tabela 15: Resultados obtidos a partir da germinacédo das sementes inoculadas e
nao inoculadas

%GerminacdoTMG*  IVG**
Inoculadas 28% 70% 0,22
Nao
inoculadas 24% 80% 0,16

*TMG= Tempo medio de germinagao
**\VG= Indice de velocidade de germinacéo

IVG = ) (ni/ti), onde IVG € o indice de velocidade de germinagéo, nié o
namero de sementes germinadas por dia e ti € o tempo de incubacéo (dias).

TMG = > (ni ti/ns), onde TMG é o tempo médio de germinacéo, ni € o numero
de sementes germinadas por dia e ti € o tempo de incubacéo (dias).

%Gi = (N/ns)x100; %Gi € a porcentagem de germinacdo por dia, nié o

namero de sementes germinadas por dia e ns € o nimero de sementes incubadas.

Ao trabalhar com concentracbes de Cd & pM/L™ Santos et al., (2013),
evidenciaram que o aumento nas doses do metal afetam a porcentagem de
emergéncia (%E) e o indice de velocidade de emergéncia das plantas. As plantas na
presenca de 50 uM (Palma et al. 2002) tém a atividade da catalase (CAT), enzima

antioxidativa chave, presente principalmente nos peroxissomos, reduzida.

Raiz | | Parte aérea

28
. . I . -

noculada Nac-moculads Inoculada MNas-inaculada

Figura 15: O grafico A e B representam o acumulo de cadmio nas raizes e parte
aérea das sementes inoculadas e néo inoculadas. Demonstrando que na
presenca do micro-organismo o acumulo é maior.
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A partir dos resultados inferidos pelo espectrofotdmetro de absorgéo atdmica,
foi possivel avaliar que a raiz inoculada acumulou 21% mais que a ndo inoculada e a
parte aérea inoculada acumulou 39% mais Cd que a néo inoculada. Quando
comparadas raizes e parte aérea (inoculadas e nao inoculadas), foi possivel

observar que as raizes acumularam 80% mais o MP.

Acimulo de cddmio
Bconcentrac3o [ppm)

252

45

Raiz Adres

Figura 16:

Figura 16: O grafico demonstra que o acumulo de cadmio é maior nas raizes

Para Zacchini et al (2009), Tangahu et al (2011) e H. Ali et al (2013), a
translocacdo do metal para a parte aérea é um processo bioquimico crucial e é
desejavel para uma fitoextracdo eficaz, porque a colheita da biomassa radicular,
geralmente ndo é viavel (ZACCHINI et al, 2009; TANGAHU et al, 2011; H. ALI et al.
2013). Mesmo sendo uma planta indicada como fitorremediadora (Pires, et al., 2003,
2006; Pelegrini et al., 2003), neste estudo as plantulas acumularam mais Cd na raiz
do que na parte aérea (Figura 16).

Estudos mostraram que as raizes foram o principal local de acumulo de
metais pesados nas plantas devido a principal entrada de metais pesados ocorrerem
por elas. Assim, as plantas tendem a concentrar as maiores concentracdes de
metais pesados nesse 6rgdo (Orrofio & Lavado, 2009; Santos et al., 2011). Além do
mais, analises de localizacdo de Cd em microscopio eletrdnico mostraram que as
paredes de células de raiz contém a maior parte do metal, quando comparado com o

conteudo do citoplasma (Arduini et al., 1996; Gallego et al., 2012).
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Dependendo da variedade, o guandu pode ser uma planta anual ou perene de
vida curta, apresentando caule lenhoso e uma raiz principal pivotante que pode
penetrar um ou mais metros no solo. Sendo assim, a escolha por variedades de facil
colheita facilita o trabalho a campo. A Figura 17 demonstra as partes aéreas e

sementes das plantulas inoculadas e ndo inoculadas.

A
¥
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Figura 17: A esquerda, parte aérea e sementes inoculadas e a direita, parte aérea e
sementes nao inoculadas).

5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse estudo foi possivel concluir que a torta
de filtro pode ser uma fonte para prospeccdo de micro-organismos resistentes ao
cadmio, solubilizadores de fosfato e promotores do crescimento vegetal; que o
isolado bacteriano JAB-47, pertencente ao género Pseudomonas, bioaumentou a
capacidade de absorcdo de cadmio pelas plantulas de feijao guandu; que a raiz

desse vegetal acumula 80% mais metal que a parte aérea.
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