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RESUMO

FERNANDES, Suelen Chaves, Universidade Federal de Vigosa, janeiro de 2025.
Analise do potencial de biorremediacio de metais por bactérias isoladas do Cerrado e

seus efeitos no cultivo de soja. Orientador: Mateus Ferreira Santana.

O clima tropical estacional e as caracteristicas do relevo do Cerrado favoreceram o
desenvolvimento agricola da regido. Nesse cenario, a soja se tornou uma das principais
producdes agricolas dessa area. No entanto, os solos 4cidos, tipicos do Cerrado, dificultam a
disponibilidade de nutrientes e intensificam a toxicidade do aluminio, o que prejudica o
crescimento das plantas. A biorremediacdo mediada por microrganismos surge como
alternativa sustentavel para a resolugdo desse problema. Nesse estudo, bactérias isoladas do
solo do Cerrado foram selecionadas quanto a capacidade de tolerar zinco, ferro, litio e
aluminio. De 20 isolados, apenas 7 cresceram na concentracdo de 4mM de todos os metais,
sendo eles: Klebsiella michiganensis, Paraburkholderia sp., Leifsonia sp., Bacillus siamensis,
e Acidobacteriota spp. (AB20, AB23 ¢ AB60). Genomas relacionados aos 7 isolados foram
analisados quanto a presenca de genes de tolerancia ao zinco e ferro. Os genomas
sequenciados de K. michiganensis, Leifsonia sp. € B. siamensis também foram analisados
quanto a presenca dos genes de resisténcia ALUIl e SmtA. Os resultados indicaram a
presenca de genes relacionados a bomba de efluxo, captagdo e homeostase do ferro e do
zinco. O gene ALUII foi identificado em K. michiganensis e B. siamensis e o gene SmtA foi
identificado em K. michiganensis. Nos estudos in vivo, os isolados K. michiganensis,
Paraburkholderia sp., Leifsonia sp., B. siamensis, ¢ Acidobacteriota sp. (AB23) foram
inoculados em sementes de soja plantadas em solo do Cerrado. Os isolados AB23,
Paraburkholderia sp. e K. michiganensis impediram a germinacdo da semente, enquanto os
isolados Leifsonia sp. e B. siamensis, permitiram seu crescimento, mesmo que sem diferencas
significativas entre o controle. A expressdo dos genes SAM e PAL foi analisada entre a soja
inoculada com Leifsonia sp., B. siamensis € o controle. A expressdao do gene SAM nao foi
diferente entre os tratamentos e o controle. Por outro lado, o gene PAL foi mais expresso na
soja inoculada com Leifsonia sp. Os resultados indicam um efeito negativo da bactéria na
soja, quando exposta ao aluminio. Novos ensaios devem ser realizados para elucidar a
possivel relagdo entre o mecanismo bacteriano de detoxificacdo de aluminio e um produto
final toxico para espécies vegetais.

Palavras-chave: aluminio; toxicidade; interacdo microrganismo-planta; bioinformatica..



1. INTRODUCAO

O Cerrado ocupa cerca de 2 milhdes de quildmetros quadrados do territorio brasileiro,
estando localizado, predominantemente, no Planalto Central (Coutinho, 2016). E considerado
um hotspot da biodiversidade, contendo grande riqueza de espécies endémicas (Sawyer ef al.,
2018), e citado como a “caixa d'agua do Brasil”, por possuir nascentes que abastecem diversas
bacias do pais. O clima dessa regido € o tropical estacional e a precipitagdo média anual varia
entre 1.000 mm e 1.800 mm, concentrando 80% das chuvas na estacdo timida que ocorre de
outubro a abril (Coutinho, 2016). A temperatura média anual fica em torno de 22°C e 23°C,
com as maximas absolutas mensais podendo chegar a mais de 40°C (Silva et al., 2021). Tais
caracteristicas de clima e relevo, assim como a implantagio de novas politicas de
desenvolvimento para a regido, favoreceram uma expansao agricola que se iniciou a partir dos
anos 1970 (De Farias; Zamberlan, 2014), tornando o Cerrado um importante locus para o
cultivo de soja (Glycine max L.), além de abrigar outras culturas economicamente
importantes, como algoddo e milho. No entanto, a acidez também ¢ uma caracteristica dos
solos altamente intemperizados das Savanas Brasileiras ou Cerrados (Klink; Machado, 2005),
o que ainda configura um desafio para a agricultura moderna.

Em solos com pH baixo ocorre a redugdo na biodisponibilidade de nutrientes como
magnésio e calcio, além de um aumento da solubilizacdo de aluminio, que pode atingir
concentragoes toxicas as plantas (Lira-Martins, 2022). O aluminio (Al) € o terceiro elemento
mais abundante na crosta terrestre (Haynes, 2016), e a toxicidade causada por ele ¢
considerada um dos fatores limitantes mais importantes na produ¢do agricola em todo o
mundo (Rahman; Upadhyaya, 2021). As formas naturais de Al sdo relativamente estaveis e
ndo interagem com os processos biologicos dos organismos vivos. Entretanto, a medida que o
pH do solo ¢ reduzido abaixo de 5.5, o Al ¢ solubilizado em formas toxicas (Gupta; Gaurav;
Kumar, 2013). Concentracdes de AI** no solo acima de 1,0 cmolc/dm® sdo consideradas
toxicas para muitas culturas, afetando negativamente o crescimento e o desenvolvimento das
plantas (Prezotti; Martins, 2013).

Diante disso, ¢ sabido que as plantas nativas utilizam estratégias de resisténcia que
lhes permitem evitar os efeitos prejudiciais ao crescimento, reproducdo ou fungdes
metabolicas (Kochian et al., 2015). Contudo, a fitotoxicidade causada pelo aluminio afeta
negativamente outras espécies, como a soja. Sua toxicidade ¢ associada principalmente a
danos na parte compreendida entre a regido meristematica ¢ de elongacdo das raizes,

resultando em um sistema radicular reduzido e danificado que limita a absor¢do de agua e



nutrientes minerais (Li et al. 2024). Esses efeitos podem ser explicados ao analisar a interagao
desse metal com a parede celular dessa regido, pois a ligacao forte e rapida do Al pode alterar
suas propriedades estruturais e mecanicas (Kochian; Pineros; Hoekenga, 2005). Além disso,
também foram identificados impactos negativos do aluminio em outras estruturas celulares,
como o citoesqueleto (Grabski; Schindler, 1995) e o DNA (Kochian; Hoekenga; Pineros,
2004).

Para contornar esses efeitos adversos do aluminio nas plantas se faz necessario o
tratamento do solo. O tratamento usualmente utilizado consiste no aumento do pH do solo
pela adi¢do do calcario agricola, no processo denominado calagem. Contudo, a adi¢do do
calcario encarece a lavoura e sua extragdo causa diversos impactos ambientais (Neto;
Ramalho, 2010). Ademais, quando o calcéario ¢ incorporado ao solo, ele sofre reacdes
quimicas que geram a produgdo de CO,, o qual é parcialmente liberado para a atmosfera
(West; Mcbride, 2005), somado aos demais poluentes produzidos em seu processo de extracao
e transporte. Além disso, o tratamento da camada superficial do solo apresenta limitagdes,
uma vez que o aluminio pode ser encontrado em camadas inferiores (Spehar, 1994), o que
restringiria o crescimento profundo das raizes de plantas suscetiveis, dificultando o acesso a
dgua e nutrientes. Portanto, torna-se necessario a adocdo de solugdes sustentdveis e eficazes
para enfrentar os desafios relacionados ao cultivo de soja nos solos acidos e com alta
disponibilidade de aluminio no Cerrado.

A biorremediacdo mediada por microrganismos apresenta-se como uma alternativa
promissora para enfrentar diversos desafios ambientais contemporaneos. Esse processo
representa uma abordagem eficiente, ecologicamente e economicamente viavel para
transformar contaminantes em formas menos nocivas (Sonune, 2021). Os mecanismos
utilizados pelos microrganismos no processo de biorremediagdo sdo diversos, podendo
envolver a bioacumulacdo, biolixiviacdo, biossorcao, biotransformacdo e biomineralizacdo
(Verma.; Kuila, 2019). O uso de bactérias ja foi documentado como possivel alternativa para a
descontaminagdo de solos com compostos do petroleo (Jabbar et al., 2022), misturas de diesel
e biodiesel (Hidalgo, et al., 2024) e pesticidas (Raffa; Chiampo, 2021). No que tange aos
metais, a utilizagdo de bactérias em areas contaminadas com cobre (Andreazza, et al., 2013) e
zinco (Khan, et al., 2022) também vem sendo estudada. Para o aluminio, embora ja se tenha
estudos sobre a resisténcia de alguns isolados bacterianos a esse elemento (Kurniawan;
Purwanti; Titah, 2018), a literatura ainda carece de dados sobre seu potencial de ser

biorremediado por bactérias em solos agricultaveis, de modo a permitir o crescimento vegetal.



Para atingir esse proposito, o uso de técnicas moleculares de microbiologia tem sido
empregado através da andlise do genoma bacteriano. Essas abordagens permitem a
investigacdo dos transcritos, metabodlitos, genes e proteinas de comunidades microbianas
naturais in situ (Shekhar; Godheja; Modi., 2020). A andlise do genoma também possibilita a
selecdo, in silico, de isolados com potencial de biorremediacdo, através da identificacdo de
genes de interesse possivelmente envolvidos nesse processo. Para o aluminio, o
sequenciamento de genes relacionados a tolerancia desse metal em bactérias ja& vem sendo
realizado desde 1997 (Jo et al., 1997). Entretanto, essa abordagem ndo se limita apenas a
estudos sobre a descontaminacdo desse elemento, mas também se estende a outros metais que
representam desafios significativos para a agricultura devido ao seu potencial de
contaminagdo dos solos. Como exemplo destes, podemos citar o zinco, que pode ser
introduzido no solo pelo uso de fertilizantes (Ramalho; Amaral Sobrinho; Velloso, 2000), o
ferro, proveniente da contaminagdo por rejeitos de mineragdo (Li et al., 2021 ) e o litio, que
pode contaminar o solo a partir do descarte inadequado de lixo eletronico e residuos de
mineracdo (Franzaring et al., 2018; Li; Achal, 2020). Dessa forma, com o objetivo de
identificar solugdes sustentaveis para a limitacdo do cultivo de soja no Cerrado devido as altas
concentragdes de metais no solo, especialmente o aluminio, foi avaliada a utilizacdo de

bactérias bem como seu potencial de biorremediacdo em associacao ao cultivo dessa cultura.

2. MATERIAIS E METODOS

3.1 Escolha dos isolados bacterianos

Foram utilizados 20 isolados bacterianos (Materiais Suplementares, tabela 1)
pertencentes ao estoque da bacterioteca do Laboratorio de Genética Molecular de
Microrganismos da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Todos

foram isolados do solo do Cerrado mineiro.

3.2 Pré-selecao dos isolados por meio da avaliacido da resisténcia a metais

Colonias dos 20 isolados, recém-cultivadas em Reasoner's 2A (Reasoner;
Geldreich, 1985) acrescido de 4gar 15 g.L!' foram diluidas em 1.000 pl de solugdo
salina 0,85% com auxilio de al¢a de repicagem. Aliquotas de 5 pl da solugdo de cada

isolado foram inoculadas em quadrados de 1.7 cm, previamente marcados com caneta



esferografica, em placa de Petri (140 x 15 mm) contendo diferentes meios de cultivo:
Agar Nutriente, Agar Mueller Hinton ou VL55.

Os meios foram suplementados individualmente com solugdes de
Etilenodiaminotetraacetato de ferro (FeEdta), sulfato de zinco (ZnSO4), cloreto de
aluminio (AICls) e cloreto de litio (LiCIl) na concentragdo de 4mM. Essas solucdes
foram preparadas dissolvendo os sais em dgua destilada autoclavada e esterilizadas por
filtragdo usando membrana Milipore 0.22 um x 25 mm. Para o controle, as bactérias
foram inoculadas em meio de cultura sem suplementacdo. Cada condi¢do experimental
foi realizada com duas repetigdes técnicas.

Mantidas em incubacdo a 28°C, foi observado o aparecimento de colonias nas
placas durante 7 dias para os isolados de crescimento rapido, e 14 dias para os isolados
de crescimento lento. Esse crescimento foi fotografado para todos os isolados, com
excegdo de 3 pertencentes ao filo Acidobacteriota. Nesses casos, a aparéncia
transliicida das colonias nos meios suplementados dificultou a captura de imagens de
qualidade com as cameras disponiveis. Sete isolados que apresentaram melhor
crescimento em concentracao inibitéria minima (CIM) de 4mM na maioria dos metais

foram selecionados para estudos posteriores.

ooooo

A tolerancia dos isolados bacterianos selecionados foi testada por meio da
inoculagdo de culturas recém-cultivadas em Reasoner's 2A acrescido de agar 15 g.L "' e
VLS55 a placas suplementadas individualmente com diferentes metais nas
concentragoes 0 mM, 4 mM, 6 mM, 8 mM, 10 mM, 12 mM, 14 mM e 16 mM. O pH
dos meios Mueller Hinton e R2A foi ajustado para 4.8 para o cloreto de aluminio
(AICL) e o etilenodiaminotetraacetato de ferro (FEEDTA). Para o sulfato de zinco
(ZnS0O.), o pH dos mesmos meios foi ajustado para 7.2. J4 para o cloreto de litio
(L1Cl), o pH dos meios Mueller Hinton e VLS55 foi ajustado para 5.5. As placas foram
incubadas a 28°C e monitoradas quanto ao crescimento das colonias por 7 dias para os

isolados de crescimento rapido e por 14 dias para os de crescimento lento.

3.4 Analise de genes possivelmente envolvidos no processo de tolerancia e

biorremediacao dos isolados bacterianos a metais



Foram realizadas analises gendmicas relacionadas aos 5 isolados selecionados a
partir da CIM. Utilizando os genomas dos isolados Bacillus siamensis, Klebsiella
michiganensis e Leifsonia sp. foi realizado um BLASTp com a sequéncia depositada
no National Center for Biotechnology Information (NCBI) do gene ALUII,
relacionado a tolerdncia ao aluminio (Jo et al., 1997) e do gene SmtA, que pode
exercer um papel essencial na homeostase e resisténcia de metais, especialmente o
zinco (Blindauer. ef al., 2001). O alinhamento dos genes retirados do NCBI ¢ a
sequéncia correspondente encontrada nos genomas sequenciados foi realizado pelo
software MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) e a imagem foi
gerada pelo software Jalview. Essa analise foi limitada aos genomas mencionados,
uma vez que foram os Unicos entre os isolados selecionados que tiveram seu
sequenciamento realizado.

O software PLaBAse foi utilizado para analisar tanto os genomas de B. siamensis,
K. michiganensis e Leifsonia sp., quanto 91 genomas do género Paraburkholderia e
61 genomas do filo Acidobacteriota depositados no NCBI. Devido a grande
quantidade de genes relacionados ao ferro, para o género Paraburkholderia e o filo
Acidobacteriota, foram analisados apenas aqueles que mais estavam presentes dentre
os genomas (em >50%). A analise teve como objetivo encontrar genes possivelmente
envolvidos na tolerncia dos metais zinco e ferro. Nao foram incluidos litio e aluminio
na busca, pois sao poucos os genes descritos para esses metais, € o software utilizado

provavelmente ndo os identificaria.

3.5 Ensaio in vivo de inoculagio dos isolados a sementes de soja plantadas em solo

acido contendo aluminio

3.5.1 Preparo de cultura microbiana e tratamento de sementes

Os isolados Klebsiella michiganensis, Leifsonia sp., Acidobacteriota sp. (AB23),
Paraburkholderia e Bacillus siamensis foram reativados em placa de Petri contendo o
meio de cultura Reasoner's 2A soélido e mantidos a 28°C até a visualizagao do
surgimento de colonias. Com auxilio de alga de repicagem, parte da massa celular
microbiana das placas de cada isolado foi transferida individualmente para frascos
erlenmeyer contendo 30 ml de meio de cultura Reasoner's 2A. Os erlenmeyer foram

incubados em shaker a 28°C e 150 rpm até que os isolados atingissem uma



concentragdo de células viaveis equivalente a 10* UFC/mL (unidades formadoras de
colonia) para posterior inoculagdo nas sementes de soja.

Antes da inoculagdo, as sementes de soja (BMX TORPEDO 541X56 RSF 12X)
foram desinfetadas superficialmente em capela de exaustao por aproximadamente 16
horas. Essa desinfec¢do foi realizada em uma peneira sobre um béquer contendo uma
mistura de 97 ml de hipoclorito de s6dio e 3 ml de acido cloridrico (37%) e envoltos
em pléstico filme. A partir da mistura dos compostos, houve a formacao de gas cloro
(Cl,). Esse gés ¢ letal para microrganismos (Al-Sa’ady et al., 2020), e, portanto, ird
esterilizar a superficie das sementes.

As sementes desinfestadas foram adicionadas a tubos falcon previamente
esterilizados contendo 30 ml da cultura bacteriana durante 1 hora. O controle negativo
foi adicionado a tubos Falcon contendo 30 ml de meio de cultura Reasoner's 2A

liquido nas mesmas condi¢des dos tratamentos.

3.5.2 Experimento in vivo conduzido em casa de vegetacio

O experimento foi conduzido com tubetes de aproximadamente 180g contendo
solo do Cerrado, coletado da Floresta Nacional de Paraopeba, Minas Gerais, Brasil, e
areia na propor¢do l:1. O solo coletado na Floresta Nacional de Paraopeba foi
submetido a andlises quimicas e fisicas pelo Laboratorio de Andlise de Solo da
Universidade Federal de Vigosa (Materiais Suplementares, Tabela 2). A mistura
contendo este solo, recebeu sementes de soja inoculadas individualmente com os
isolados AB23, Bacillus siamensis, Leisonia sp., Paraburkholderia sp. e Klebsiella
michiganensis. Para o controle, o solo do Cerrado recebeu sementes nao inoculadas.
Além disso, em outra condi¢cdo experimental a soja foi plantada em solo de barranco,
areia e substrato na propor¢do 2:2:1, sem a inoculagdo de bactérias.

Em cada um dos 7 tubetes de cada condig¢@o experimental e do controle, foram
plantadas duas sementes de soja, previamente desinfetadas e inoculadas com os
isolados bacterianos. Apds a germinagdo, todos os tubetes foram desbastados. As
condi¢des experimentais foram realizadas para avaliar o potencial de biorremediagao
dos isolados selecionados em solo contendo aluminio, visando promover o
crescimento da soja.

O experimento foi conduzido até o estagio V3 da soja (terceiro nd e terceira
folha trifoliolada), e finalizado com o recolhimento das raizes e da parte aérea para

avaliacdo do comprimento e massa fresca. As raizes foram armazenadas para teste



posterior no software WinRHIZO Regent Instruments Inc., Quebec City, QC, Canada
(Arsenault et al., 1995). Apos esse teste elas seguiram o mesmo procedimento da parte
aérea, que foi mantida em estufa a 60°C por 2 dias para a determinacao de suas massas
secas.

Analises estatisticas dos dados obtidos em cada condi¢ao foram submetidas ao
software R, avaliadas por EasyANOVA (ARNHOLD, 2013), nivel de significancia o =
0,05, e teste para analise Skott knott.

3.6 Analise de raizes utilizando o software WinRHIZO

As raizes foram coletadas a partir da soja crescida em estufa na Universidade
Federal de Vigosa, Minas Gerais. Elas foram lavadas para retirada do solo, colocadas
em recipiente plastico de cerca de 200ml, imersas em solucdo de alcool 20% e
mantidas em camara fria para evitar a desidratagdo até a realizagcdo do teste, 24 horas
apos a colheita. As raizes de cada amostra foram retiradas da solugdo e, apos serem
cuidadosamente secas com papel toalha, foram escaneadas utilizando o software
WinRHIZO. As medi¢des das raizes quanto a area da superficie, comprimento,
diametro, volume e comprimento por volume foram realizadas durante o processo de
escaneamento.

Os dados obtidos em cada condig@o foram analisados estatisticamente utilizando
o software R, com avaliacao pelo EasyANOVA (ARNHOLD, 2013), adotando-se um

nivel de significancia de o = 0,05 e o teste de comparagao multipla de Skott knott.

3.7 PCR em Tempo Real (QPCR) e analise de dados

O reagente Trizol foi usado na extracdo do RNA de 8 amostras do trifolio da
soja macerado em nitrogénio criogé€nico liquido, provenientes do grupo controle e de 2
tratamentos (soja inoculada com Leifsonia sp. € com Bacillus siamensis em solo do
Cerrado), seguindo as instrugdes do fabricante. A integridade das amostras foi
analisada por eletroforese em gel de agarose (1,5% de agarose, acrescido de brometo
de etidio) e posterior quantificacdo no espectrofotometro Nanodrop. Em seguida, as
amostras foram tratadas com DNase livre de RNase (Promega, Fitchburg, WI, EUA) e
avaliadas quanto a presenca de DNA por PCR utilizando o primer endégeno FBOX
(AGATAGGGAAATTGTGCAGGT). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado
utilizando o kit ImProm-II™ Reverse Transcriptase (Promega, Fitchburg, WI, EUA),
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com a seguinte programacdo: 25°C por 5 min, 42°C por 90 min e 70°C por 5 min. O
cDNA foi confirmado por PCR utilizando o mesmo primer endégeno citado
anteriormente.

Para a andlise de dados, empregou-se o método de quantificagdo absoluta por
curva-padrdo a fim de analisar os niveis de expressdo de mRNA. Para cada gene
avaliado foi realizada a curva-padrio e analise da eficiéncia. Os dados obtidos de Ct
para as amostras foram substituidos nas respectivas equacdes de regressdao linear
obtidas para cada gene. A normalizacdo das quantificagdes obtidas para cada gene
deu-se pela divisdo dessas pela quantificagdo do gene endogeno (FBOX). O resultado
final das analises corresponde a média dos valores obtidos. As andlises estatisticas
foram realizadas para comparagdo dos niveis de expressao dos genes PAL ¢ SAM em
soja inoculada e plantada em solo do Cerrado e no controle (soja nao inoculada e
plantada em solo do Cerrado). Para isso, foi utilizado o pacote EasyANOVA
(ARNHOLD, 2013), nivel de significancia o = 0,05, e teste para analise Skott knott.

RESULTADOS

4.1 Analise da resisténcia a metais

No meio contendo aluminio apenas os isolados Klebsiella michiganensis,
Paraburkholderia sp., Leifsonia sp., Bacillus siamensis, ¢ os pertencentes ao filo
Acidobacteriota (AB20, AB23 e AB60) cresceram (Figura 1A), sendo este o metal
mais toxico a 4 mM. Por esse motivo, esses isolados foram selecionados para testes
posteriores. No meio contendo zinco houve o crescimento de 14 isolados, sendo que
os seguintes nao cresceram: Bacillus velezensis (Parna 22/3R), Dyella sp.,
Caulobacter sp., Bacillus bombysepticus (S1/10) e Monashia sp (Figura 1B). No meio
contendo ferro, apenas o isolado Dyella sp. ndo cresceu (Figura 1C), e no meio
contendo litio todos os isolados cresceram (Figura 1 D), sendo esses dois tltimos os

metais menos toxicos na concentragao testada.
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Figura 1: Isolados inoculados em placa de Petri contendo meio suplementado por AICl: (A),
ZnS04 (B), FeEdta (C) e LiCl (D) na concentragdo de 4 mM. Cada isolado e sua respectiva
duplicata técnica esta representado dentro de quadrados identificados por nimeros, sendo 1 e
2: Parna 22/3R; 3 e 4: E4; 5 e 6: Parna 5/10; 7 ¢ 8: Parna 23/34; 9 ¢ 10: Parna 12/2; 11 ¢ 12:
Parna 23/22; 13 e 14: Parna 22/21; 15 e 16: S1/10; 17 ¢ 18: 10/4; 19 e 20: Parna 10/16; 21 ¢
22: Parna 5/6; 23 e 24: Parna 5/22; 25 e 26: E1/6; 27 e 28: Soy 15; 29 e 30: 21M; 33 e 34:
23/8; 35 e 36: 22/4R.

ooooo

No meio contendo aluminio os isolados pertencentes ao filo Acidobacteriota
(AB23, AB20 ¢ AB60) ¢ o isolado Bacillus siamensis, cresceram a partir de 4 mM.
Esses isolados continuaram a crescer até a concentracdo maxima de 16 mM, reduzindo
o tamanho da colonia com o aumento da concentragdao do metal. No meio contendo
zinco, todos os isolados resistiram a concentra¢cdes maiores que 4 mM, contudo,
apenas os isolados Klebsiella michiganensis, Paraburkholderia sp. e AB23 cresceram
na concentracdo maxima. No meio contendo ferro, todos os isolados cresceram na
concentragdo maxima testada, com excecao do AB60, que teve o crescimento limitado
a 10 mM. No meio contendo litio, todos os isolados cresceram em todas as
concentragdes, sendo este o metal menos toxico.

20 1 B Klebsiella michiganensis

Leifsonia sp.
m Paraburkholderia sp.
m Bacillus siamensis

W AB23

Concentracao de metal

H AB20

H AB6O

Aluminio Ferro Zinco Litio
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Figura 2: Representagdo grafica da resisténcia a metais por isolados bacterianos. As barras
indicam os limites de tolerancia ao aluminio, ferro, zinco e litio para cada isolado.

4.3 Analises genomicas de genes de resisténcia a metais

Todos os genomas analisados obtiveram genes relacionados a bomba de efluxo,
captacdo e homeostase dos metais zinco e ferro (Figura 3). Dentre os genes
relacionados a homeostase, a maioria corresponde a reguladores transcricionais. Genes

em que a fun¢do nao foi identificada foram excluidos da anélise.

A Bacillus Leifsonia Kiebsiella Acidobacteriota Paraburkholderia
slamensis sp. michiganensis spp. spp.
0-25%
Bomba de efluxo i
Captaco ek
Homeostase
Bacillus Leifsonia Kiebsiella Acidobacteriota Paraburkholderia
B slamensis sp. michiganensis spp. spp.
0-25%
Bomba de efluxo i
Captacéo Rl
Homeostase

Figura 3: Representacdo da quantidade de genes associados a zinco e ferro em Bacillus
siamensis, Klebsiella michiganensis, Leifsonia sp., Acidobacteriota spp. e Paraburkholderia
spp. Em (A), genes relacionados ao zinco e em (B) genes relacionados ao ferro. Quanto maior
a intensidade das cores quentes, maior a quantidade de genes presentes em cada categoria.

A sequéncia dos genes ALUI1 e SmtA ndo foi encontrada em todos os trés
isolados analisados. Contudo, o ALUIl obteve correspondéncia nos genomas de
Bacillus siamensis e Klebsiella michiganensis, ¢ o gene SmtA foi encontrado no
genoma de Klebsiella michiganensis. Observa-se uma boa identidade nessas
correspondéncias, com e-value extremamente baixos, indicando que o alinhamento
ndo ocorreu ao acaso (Figura 4). Além disso, a conservagdo entre os aminoacidos ¢

alta (Figuras 5), indicando que podem se tratar de genes homologos.
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Isolado Gene Gene ID Descrigio do gene Identidade Posigio E- value Gene genbank
é T-cv -7~
) Resisténcia ao | ) 56729161 | aluminum resistance protein (ALUL) | 74.390 | (42141.42800) | 857e-90 7-cyano-7-deazaguanine
Bacillus aluminio synthase
siamenisis | Metalotioneina | 1016013 | Dutative metallothionein SmtA
s (MTs)
RE:;:EZ % | AF022216.1 | aluminum resistance protein (ALU1) | 56287 | (112206.112901)| 4.23e-63 |cyano-T-deazaguanine synthase
Klebsiella RNA
michiganensis ionei
& ME':R';,“Y:;“‘E‘ 11846843 |  Putative metallothionein SmtA 88.672 |(231025.231804)| 2.14e-167 5-carboxymethoxyuridine
methyltransferase

Resisté B 5 -
SSISTENCIA A0 | AF()22216.1 | aluminum resistance protein (ALUI)
X . aluminio

Leifsonia sp. . .
Metalotioneina

s (MTs) 11846843 Putative metallothionein SmtA

Figura 4: Resultado do BLASTp realizado entre os genes ALUI1, SmtA, e o genoma dos
isolados Bacillus siamensis, Klebsiella michiganensis, Leifsonia sp.

m‘z E) n
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Xn A - - MU uvm HES r AReLANLE Vs Vl v lesll 51905 vsvl w FYPGRAILFL LIAIIA 116V m« musm o13¢ERPLALKAEY: LAY oL DL 1kGBacseancH L naL sl BonvBunrvnol Lo
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Figura 5: Representagdo da similaridade entre os aminoacidos encontrados no gene ALUII
(ABCD+) e SmtA (ABCD-) com as sequéncias correspondentes dos genomas analisados. Em
(A) esta representado o alinhamento entre as sequéncias. Na linha A+, a fita em 1 representa a
sequéncia de aminoacidos retirada do NCBI, em 2 a sequéncia correspondente encontrada no
isolado Bacillus siamensis ¢ em 3 a sequéncia correspondente do isolado Klebsiella
michiganensis. Na linha A-, a fita em 1 representa a sequéncia retirada no NCBI e em 2
representa a encontrada no genoma de Klebsiella michiganensis. Em (B), é representada a
conservagdo entre os aminoacidos, em (C) a qualidade da sobreposigdo, e em (D) a sequéncia
consenso.

4.4 Analise dos efeitos da inoculacio dos isolados Acidobacteriota sp. (AB23),
Paraburkholderia sp., Klebsiella michiganensis, Leifsonia sp. e Bacillus siamensis

em sementes de soja cultivadas em solo com alta concentracio de aluminio

As sementes plantadas em solo acido contendo aliminio, inoculadas com os
isolados AB23, Paraburkholderia sp. e Klebsiella michiganensis nao germinaram. Ja

as sementes inoculadas com os mesmos isolados, mas plantadas em solo de barranco
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obtiveram crescimento (Figura 6A). Esse resultado indica o solo como fator
diferencial, uma vez que ha a inoculacdo de bactérias nas duas condi¢des
experimentais. Ou seja, a influéncia do aluminio nos isolados foi fator decisivo para o
ndo desenvolvimento da soja. Além disso, as sementes ndo inoculadas plantadas em
solo contendo aluminio sobreviveram (Figura 6B), o que corrobora a indicagdo de que
a presenca dos isolados em solo com aluminio contribuiu definitivamente para a
inibicao do crescimento vegetal.

Ainda assim, os isolados Leifsonia sp. e Bacillus siamensis possibilitaram o
crescimento da soja em solo contendo aluminio (Figura 6B), indicando que o
mecanismo de detoxificagdo de aluminio destes isolados nao inibe o crescimento dessa
espécie vegetal. Contudo, os parametros medidos (comprimento da parte aérea e
radicular, massa fresca da parte aérea e radicular e massa seca da parte aérea e
radicular) ndo diferenciam estatisticamente do controle (soja ndo inoculada plantada
em solo com aluminio). Os parametros das raizes (area da superficie, comprimento,
diametro, volume e comprimento por volume) para entre essas duas condicdes
também ndo diferenciam. Essas andlises em conjunto indicam que esses

microrganismos ndo causaram danos as plantas, tampouco proporcionaram ganhos.
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Figura 6: Analise comparativa entre a soja inoculada e o controle. (A): Da esquerda para a
direita, semente inoculada com Klebsiella michiganensis e plantada em solo com aluminio;
semente inoculada com Klebsiella michiganensis ¢ plantada em solo sem aluminio; semente
ndo inoculada, plantada em solo sem aluminio. (B): Semente ndo inoculada, plantada em solo
com aluminio. (C): Da esquerda para a direita, semente inoculada com Bacillus siamensis e
plantada em solo com aluminio; semente inoculada com Bacillus siamensis e plantada em solo
sem aluminio; semente ndo inoculada, plantada em solo sem aluminio.

4.5 PCR em Tempo Real (qPCR)

A analise ndo identificou diferenca estatisticamente significativa entre o controle
e o tratamento da soja inoculada com Bacillus siamensis e Leisonia sp. para a
expressao do gene SAM, que codifica a proteina S-adenosil-biossintese de etileno
(Figura 7A). Para o gene PAL, codificador da proteina phenylalanine ammonia-lyase,
o tratamento da soja com o inoculo Leisonia sp. foi diferente do controle e do

tratamento com Bacillus siamensis, mostrando uma maior expressdao desse gene

(Figura 7B).
A B
Expressio diferencial do gene SAM Expressio diferencial do gene PAL
2,00 a 4,00 ‘.‘r
a a

1,50 T b 3,00 b . 1
2,00 T

1,00 | J ' 1 1
1,00

0,50 J
0,00

0,00 | s si ) o

Controle Bacillus siamensis Leisonia sp. Controle Bacillus siamensis Leisonia sp.

Figura 7: Grafico representativo da expressdo dos genes SAM e PAL em soja inoculada com
Bacillus siamensis e Leisonia sp. e no controle. Em (A) é mostrada a expressdo do gene
SAM e em (B) ¢ mostrada a expressdo do gene PAL. Letras iguais em cada grafico significam
que ndo houve diferenga estatisticamente significativa.

5. DISCUSSAO

A presenga de grandes quantidades de metais no solo afeta negativamente o
desenvolvimento de plantas por reduzir a biomassa, o desenvolvimento das raizes e a
germinagdo de sementes (Lee; Sreekanth, 2010; Sethy; Ghosh, 2013; Agajyoti, 2010). Nesse
contexto, estudos tém destacado a existéncia de bactérias capazes de tolerar concentragdes
significativas de metais e desempenhar um papel relevante no aumento do crescimento
vegetal (Belhassan et al., 2024; Etesami, 2018). Ensaios de resisténcia a metais, como os

realizados por Raja, Selvam e Omine (2009), indicaram que, embora algumas bactérias



16

apresentam resisténcia ao caddmio a 4 mM, elas demonstraram susceptibilidade a outros metais
na mesma concentragdo, evidenciando que a toxicidade pode variar entre os diferentes metais.
Um padrao semelhante foi observado neste estudo: dos 20 isolados testados, apenas 7 (K.
michiganensis, Paraburkholderia sp., Leifsonia sp., B. siamensis, e Acidobacteriota spp.
(AB20, AB23 e AB60) apresentaram tolerancia aos 4 metais avaliados (Al, Fe, Li e Zn). Os
outros 13 isolados, por sua vez, ndo conseguiram crescer em pelo menos um dos metais
testados. Além disso, quando testados a concentragdes maiores que 4mM, a tolerancia dos 7
1solados selecionados variou consideravelmente entre os diferentes metais. Essa variacao na
capacidade de tolerancia, sugere a existéncia de mecanismos distintos responsaveis pelo
processamento desses compostos toxicos nos isolados analisados.

A existéncia de genes diretamente relacionados a resisténcia bacteriana a metais ¢ um
tema amplamente conhecido e foi discutido por Silver em 1996, com destaque para metais
como mercurio, cobre, zinco e outros. Diante disso, o presente estudo ressaltou a necessidade
de explorar os mecanismos envolvidos na detoxificagdo de metais nos sete isolados
selecionados. Para B. siamensis, K. michiganensis, Leifsonia sp., foi possivel a investigacao
do genoma quanto a presenga dos genes ALUI e SmatA. Em Leifsonia sp. ndo foi encontrado
nenhuma correspondéncia com esses dois genes. Contudo, isso ndo descarta a possibilidade
de haver outros genes envolvidos na resisténcia ao aluminio. Isso se justifica pelo fato de que
um Unico gene pode participar da detoxificagdo de diferentes metais. Um exemplo disso € o
gene FieF, identificado no genoma desse isolado, que compdem um sistema de efluxo para o
ferro, mas também para o zinco e possivelmente o cddmio (Chao; Fu, 2004; Grass et al. 2001;
Grass, et al., 2005). Em B. siamensis foi identificada a presenca de ALUI1, o que corrobora o
fato dessa espécie ter conseguido sobreviver mesmo em altas concentragdes de aluminio,
metal que foi mais limitante entre os isolados no experimento in vitro. Ja em K.
michiganensis, foram encontradas correspondéncias entre os dois genes analisados. O SmtA
ja foi encontrado in silico no genoma de outra espécie do género, indicando papel relevante e
conservagao do gene. J& o ALUII foi encontrado no genoma de Arthrobacter viscosus (Jo et
al., 1997), microrganismo também isolado de solo acido, o que confirma a presenga de
mecanismos para lidar com a toxicidade de aluminio nesses ambientes. Além disso, genomas
relacionados a todos os 7 isolados apresentaram genes relacionados a bomba de efluxo,
captacao e homeostase dos metais zinco e ferro.

Bactérias que possuem genes de resisténcia a metais, geralmente sdo associadas com a
potencial capacidade de biorremediacdo de ambientes (Das; Dash; Chakraborty, 2016). Neste

estudo, ¢ interessante observar que 3 dos isolados (AB23, Paraburkholderia sp. e K.
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michiganensis) resistentes ao aluminio in vitro impediram o crescimento da soja quando
plantada em solo contendo aluminio. Esse resultado pode estar associado ao produto da
detoxificagdo realizada pelas bactérias, o qual pode ter exercido efeitos negativos no
desenvolvimento das sementes. Além disso, Leifsonia sp. e B. siamensis permitiriam o
crescimento vegetal, mas ndo aumentaram esse crescimento em relagdo a soja ndo inoculada,
plantada no mesmo solo. Em contrapartida, na soja inoculada com Leifsonia sp., a expressao
do gene PAL foi maior do que na soja ndo inoculada. O gene PAL pode ser induzido em
plantas sob diferentes tipos de estresse (Yin et al., 2024). Nesse cendrio, a soja inoculada
apresentou maior resposta ao estresse que a soja ndo inoculada, o que levanta a hipdtese de
que a bactéria auxiliou na sobrevivéncia da planta, ainda que ndo tenham sido observadas
diferencas nos parametros fisicos avaliados. Portanto, nota-se que a maioria dos isolados nao
possui capacidade de promover o crescimento da soja em solos com alta concentracdo de
aluminio. Pelo contrario, eles podem desenvolver um papel negativo no cultivo de plantas
nessas condi¢des. Contudo, Leifsonia sp. pode induzir respostas mais rapidas das plantas ao
estresse por metais, favorecendo sua adaptacdo a essas condicdes adversas. A partir disso,
outras andlises podem ser feitas, pois apesar de ndo terem sido encontrados dados
relacionados ao produto bacteriano da detoxificacdo de aluminio, e a inibi¢do do crescimento
de soja, essa possibilidade se mantém em aberto devido a interatividade que esse elemento

pode ter com outras substancias.

6. CONCLUSAO

Das 20 bactérias isoladas do solo do Cerrado, 7 foram escolhidas de acordo com a sua
capacidade de tolerar os metais aluminio, ferro, zinco e litio. Em andlise in silico, foram
encontrados genes associados a tolerancia ao ferro e zinco relacionados a todos os isolados
selecionados. Além disso, em K. michiganensis € B. siamensis foi encontrado, in silico, o
gene ALUII relacionado a tolerancia ao aluminio. Os isolados AB23, Paraburkholderia sp. e
K. michiganensis impediram o crescimento de soja em solo 4cido contendo aluminio,
desenvolvendo um papel negativo para o cultivo de plantas nessas condigdes. Além disso, os
isolados Leifsonia sp. e B. siamensis permitiriam o crescimento vegetal, mas ndo aumentaram
esse crescimento em relagdo a soja ndo inoculada plantada no mesmo solo. Entretanto,
Leifsonia sp. pode induzir respostas mais rapidas das plantas ao estresse por metais,
favorecendo sua adaptacdo a essas condi¢des adversas. Esses resultados abrem margem para a

realizagdo de novos estudos que correlacionem o produto de detoxificagdo de metais de
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bactérias a reducdo do desenvolvimento de soja. Além disso, pode ser investigada a atuagdo

Leifsonia sp. na tolerancia da soja a condicao de estresse por metais.
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8. MATERIAIS SUPLEMENTARES

Tabela 1: Lista dos isolados utilizados para a realiza¢ao dos experimentos.

Cadigo dos isolados Classificagdo
Parna 22/3R Bacillus velezensis
E4 Klebsiella michiganensis
PARNA 5/10 Paraburkholderia sp.
PARNA 23/34 Bacillus velezensis
PARNA 12/2 Dyella sp.
PARNA 23/22 Caulobacter sp.
PARNA 22/21 Leifsonia sp.
S1/10 Bacillus bombysepticus
PARNA 5/6 Bacillus bombysepticiis




PARNA 5/22
PARNA 10/4
PARNA 10/16
El/6
Soy 15
21M
23/8
22/4R
AB23
AB20
AB60

Stenotrophomonas maltophilia
Paenibacillus elgi
Bacillus siamensis

Cohnella sp.
Monashia sp.
Stenotrophomonas sp.
Pseudomonas oryzihabitans
Spingobium sp.
acidobacteriota sp.
acidobacteriota sp.

acidobacteriota sp.
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Tabela 2. Analise fisico-quimica de amostra do solo coletado na Floresta Nacional de
Paraopeba, Minas Gerais, Brasil, utilizado para o plantio de sementes de soja inoculadas com

bactérias.
H20 ph

P mg/dm’

K mg/dm’
Ca+ cmol, /dm’
Mg2+ cmol/dm’
Al3+ cmol /dm?
H+AL cmol /dm?
SB cmol /dm?
t cmol /dm?
T cmol /dm?

4,84 A% %
2,6 m %
92 MO dag/kg

0,41 P-Rem mg/L

0,29 S mg/dm’

2,39 Cu mg/dm’
8,5 Mn mg/dm’

0,94 Fe mg/dm’

3,33 Zn mg/dm’

9,44

10

71,8
3,97
19,2
12,1
0,87
15,2
86,4

1,45

pH em agua, KCl e CaCl - Relagdo 1:2,5; P - K - Extrator Mehlich 1; Ca - Mg - Al - Extrator: KCI - 1 mol/L; H
+ Al - Extrator Acetato de Calcio 0,5 mol/L - pH 7,0; B - Extrator agua quente; S - Extrator - Fosfato
monocalcico em acido acético; SB = Soma de Bases Trocaveis; CTC (t) - Capacidade de Troca Cationica
Efetiva; CTC (T) - Capacidade de Troca Catiénica a pH 7,0; V = Indice de Saturagio de Bases; m = Indice de
Saturagdo de Aluminio; Matéria organica (MO) = C.Org x 1,724 - Walkley-Black.
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