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RESUMO

MOTA, R. M. Selecdo e Caracterizacao de Potenciais Bactérias Promotoras do
Crescimento Vegetal e Biorremediadoras de Petrdleo. Orientador(a): Carolina Weigert
Galvao. Ponta Grossa, 2025. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual
de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2025.

O solo ¢ essencial para a sustentacdo da vida e fungdes ecossistémicas, porém a contaminagao
por hidrocarbonetos, devido a ma gestdo ambiental e a atividade petrolifera, compromete sua
qualidade. Estratégias de remediagdo, como a fitorremediag@o associada a biorremediagdo, tém
sido adotadas para mitigar esses impactos. Este estudo teve como objetivo selecionar bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV) e biorremediadoras de petroleo. Foram
caracterizados 36 isolados de Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli, provenientes de areas
contaminadas, quanto a capacidade de alteracdo do pH do meio, classificagdo de Gram,
capacidade degradadora de petrdleo e promogao de crescimento vegetal em Vigna unguiculata
e Phaseolus vulgaris. No estudo, as estirpes identificadas taxonomicamente como
Paraburkholderia sp. PANS, P6N10, P15N4 e P27N4 promoveram maior nodulagdo em V.
unguiculata, enquanto Paraburkholderia sp. P12N7, P27N6, P15N4 e Bacillus sp. P7TN5 se
destacaram em P. vulgaris. Essas bactérias, incluem microrganismos acidificantes e
alcalinizantes, Gram-positivas e Gram-negativas, com capacidade de tolerar e degradar petroleo
em testes in vitro. Esses isolados foram também testados em casa de vegetacao em solos sem e
com 0,3% de petroleo para avaliar promog¢ao de crescimento vegetal nas espécies vegetais e
capacidade degradadora das estirpes. Em P. vulgaris sem petroleo, ndo houve diferenca
significativa nos parametros biométricos, mas a nodulacdo foi reduzida na auséncia de
inoculacdo e presenca de nitrogénio mineral. Em V. unguiculata, Paraburkholderia sp. P27N4
destacou-se na formagao de nddulos. Entretanto, no solo contaminado, Paraburkholderia sp.
P15N4 favoreceu o volume radicular de P. vulgaris, enquanto Paraburkholderia sp. P12N7
promoveu maior nodulacdo. A degradagdo de hidrocarbonetos foi confirmada por
cromatografia gasosa-espectrometria de massas, sendo Paraburkholderia sp. PISN4, P27N6 e
Rhizobium tropici as mais eficientes. Além disso, Paraburkholderia sp. P12N7, P27N4, P27N6
e Bacillus sp. P7NS5 produziram acido indol-3-acético in vitro, e as duas ultimas solubilizaram
fosfato. Os resultados evidenciam a capacidade dessas estirpes em promover o crescimento
vegetal, formar nodulos radiculares e degradar hidrocarbonetos, destacando seu potencial para
aplicacdo em estratégias de biorremediagao.

Palavras-chave: Biorremediacao; hidrocarbonetos do petrdleo; fitorremediagdo; nodulagdo;
fixacdo bioldgica de nitrogénio.
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Soil is essential for sustaining life and ecosystem functions; however, contamination by
hydrocarbons, due to poor environmental management and petroleum activities, compromises
its quality. Remediation strategies, such as phytoremediation associated with bioremediation,
have been adopted to mitigate these impacts. This study aimed to select plant growth-promoting
(PGP) and petroleum-bioremediating bacteria. A total of 36 isolates from Mimosa oblonga and
Erythrina crista-galli, obtained from contaminated areas, were characterized based on their
ability to alter the pH of the medium, Gram classification, petroleum degradation capacity, and
plant growth promotion in Vigna unguiculata and Phaseolus vulgaris. In this study, strains
taxonomically identified as Paraburkholderia sp. PANS, P6N10, P15N4, and P27N4 promoted
greater nodulation in V. unguiculata, whereas Paraburkholderia sp. P12N7, P27N6, P15N4,
and Bacillus sp. P7TN5 stood out in P. vulgaris. These bacteria include acidifying and
alkalinizing microorganisms, both Gram-positive and Gram-negative, capable of tolerating and
degrading petroleum in in vitro tests. These isolates were also tested in greenhouse conditions
in soils without and with 0.5% petroleum to evaluate plant growth promotion in both species
and the degradation capacity of the strains. In P. vulgaris grown in non-contaminated soil, no
significant differences were observed in biometric parameters; however, nodulation was
reduced in the absence of inoculation and the presence of mineral nitrogen. In V. unguiculata,
Paraburkholderia sp. P27N4 was prominent in nodule formation. However, in contaminated
soil, Paraburkholderia sp. P15N4 enhanced root volume in P. vulgaris, whereas
Paraburkholderia sp. P12N7 promoted greater nodulation. Hydrocarbon degradation was
confirmed by gas chromatography-mass spectrometry, with Paraburkholderia sp. P15N4,
P27N6, and Rhizobium tropici being the most efficient. Additionally, Paraburkholderia sp.
P12N7, P27N4, P27N6, and Bacillus sp. P7N5 produced indole-3-acetic acid in vitro, with the
latter two also solubilizing phosphate. The results highlight the ability of these strains to
establish symbiosis, promote plant growth, and degrade hydrocarbons, underscoring their
potential for application in bioremediation strategies.

Keywords: Bioremediation; petroleum hydrocarbons; phytoremediation; nodulation; biological
nitrogen fixation.
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1 INTRODUCAO

O solo desempenha fungao vital na sustentacao da vida, estabelecendo diversas fungdes
ecossistémicas (Baude; Meyer; Schindewolf, 2019). Atualmente, a ma gestdo dos recursos
naturais tem causado impactos negativos na qualidade do solo, principalmente se tratando de
poluentes orgénicos persistentes (Borrelli et al., 2017). O rapido crescimento da industria do
petroleo tem causado sérios danos ambientais (Chen et al., 2019), especialmente na superficie
do solo (Stepanova et al., 2022). Os poluentes comumente encontrados em contaminagao por
petréleo sdo os hidrocarbonetos, que se espalham amplamente, se aderindo as particulas do
solo, afetando negativamente a satide humana e a biodiversidade do solo, consequentemente
alterando a diversidade microbiana, a fun¢do e os comportamentos ecoldgicos com suas
propriedades toxicas (Zhao et al., 2022). Para auxiliar, estratégias de remediacdo desses
contaminantes estdo sendo adotadas, das quais se destacam as biologicas, por suas
caracteristicas ecologicas e econdmicas (Miri et al., 2018).

A utilizagdo simultanea de plantas e microrganismos vem apresentando resultados
satisfatorios na remediacao de compostos toxicos do petrdleo (Sarma; Nava; Prasad, 2019). Na
fitorremediacdo, processo metabolico no qual se utilizam plantas como remediadoras, a
degradagdo de poluentes pode ser realizada por diferentes mecanismos biologicos, incluindo a
biodegradacdo, processo metabolico de degradagdo mediado por microrganismos (Polinska et
al., 2021). Neste mecanismo, as plantas sintetizam exsudatos radiculares que atuam como
atrativos para os microrganismos do solo, incluindo as bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV), que por sua vez aceleram o processo de remediagdo, utilizando os metabolitos
produzidos pela planta e provindos dos poluentes do solo como fonte de energia, reduzindo o
efeito toxico do petroleo e fornecendo em troca nutrientes pela fixacao biologica de nitrogénio,
solubilizacao de fosfato, além de, sintetizar fitormdnios e toxinas que garantem protecao contra
patogenos e estresse abidtico as plantas (Eze et al., 2022). Nesse contexto, a prospecc¢do de
estirpes bacterianas com potencial biorremediador, especialmente em ambientes contaminados
ou com histérico de exposicdo ao poluente, ¢ uma estratégia promissora, pois esses
microrganismos tendem a apresentar maior adaptacao e eficiéncia na degradacao (Liu et al.,
2016).

A espécie Vigna unguiculata (L.) Walp, comumente conhecido como feijao-caupi, tem
mostrado resultados positivos em estudos relacionados a remogao de contaminantes toxicos do
petroleo no solo pelo processo de fitorremediacao, bem como, pela interagdo com bactérias

degradadoras do petrdleo (Jidere; Akamigbo; Ugwuanyi, 2012; Jiao, ef al., 2019). A espécie



16

possui resisténcia aos hidrocarbonetos do petroleo, capacidade de acumulagdo de metal,
producao de alto rendimento, além de sintetizar elevadas quantidades de exsudatos radiculares,
tornando-o atrativo para os microrganismos no processo de degradacao (Aliku; Madu; Aliku,
2021; Farouq et al., 2022). Por sua vez, a espécie Phaseolus vulgaris L., conhecido como feijao
comum, ¢ uma leguminosa de grande importancia alimentar no mundo, ¢ comumente utilizada
em trabalhos de isolamento de bactérias, em vista da sua elevada promiscuidade com
microrganismos do solo que incluem as BPCV (Dall’agnol et al., 2014; Shamseldin; Velazquez,
2020; Moura et al., 2022; Moura et al., 2023). As espécies apresentam interagao com bactérias
de diferentes géneros, entre eles Rhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Herbaspirillum,
Pseudomonas, Agrobacterium, Paraburkholderia, entre outros (Castro ef al., 2017; Marinho
et al., More et al., 2021).

Sabendo dos mecanismos desempenhados pelas BPCV e da necessidade da sele¢ao
eficiente de bactérias biorremediadoras de petroleo, estirpes bacterianas isoladas de nodulos
das espécies de leguminosas da familia Fabaceae, Mimosa oblonga Benth. e Erythrina crista-
galli, L., espécies nativas e tipicas de areas imidas (Reis-Jr et al., 2010; Mello et al., 2019),
presentes em areas contaminadas por petroleo foram recentemente estudados quanto a sua
tolerancia ao petroleo (Aratjo, 2021). O acidente que resultou na contaminagdo por petréleo
bruto da 4rea em estudo, se deu com a ruptura do oleoduto OSPAR, na Refinaria Presidente
Getulio Vargas (REPAR), Araucaria, Parand, em 16 de julho de 2000 (Melo et al., 2003).
Quanto as bactérias isoladas dos nddulos das espécies, pouco se sabe sobre suas habilidades
simbioticas com outras leguminosas, ou suas capacidades promotoras de crescimento vegetal e
degradadoras de petrdleo.

Considerando os pontos positivos da utilizagdo da espécie V. unguiculata como
fitorremediadora de hidrocarbonetos associada a bactérias do solo e a elevada promiscuidade
do P. vulgaris frequentemente utilizado em estudos de isolamento e identificacdo de bactérias,
as estirpes isoladas das espécies vegetais nativas oriunda da area contaminada com petroelo,
foram no presente estudo, inoculadas nas duas espécies de feijdo. Diante do exposto, o estudo
foi conduzido com base na hipdtese de que as BPCV que nodulam Mimosa oblonga e Erythrina
crista-galli dos solos aluviais contaminados por petroleo na REPAR, sdo capazes também de
nodular feijdo-caupi e feijdo comum, tolerar e/ou degradar petroleo, ainda, as BPCV que
apresentam maior capacidade de sintetizar AIA e solubilizar fosfato in vitro, possam induzir a

maior promoc¢ao do crescimento dos feijoes em casa de vegetagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PETROLEO

O petrdleo ¢ um importante e vital recurso energético, precursor de matéria-prima para
diversos produtos de processamentos industriais, quimicos ¢ de materiais cotidianos, como
plésticos e medicamentos (Huba; Huba; Gardinali, 2016). Os componentes do petrdleo bruto
podem ser divididos em multiplos compostos e subdivisdes com base na composi¢do do
petrdleo bruto, que normalmente conterd uma porcentagem de gases, liquidos e sélidos
dissolvidos (Fakher et al., 2020). Sendo assim, se trata de uma mistura complexa de
componentes de hidrocarbonetos e nao hidrocarbonetos, que incluem alcanos de cadeia curta,
metano e etano, e outras, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, fenantreno e
benzopireno, ¢ ainda metais (Yang et al., 2021). De modo geral, a composicao quimica do
petréleo bruto varia de acordo com as condi¢des de sua formacdo nas diferentes partes do
mundo, sendo assim, ndo ¢ uma matéria prima homogénea e a sua caracterizacdo molecular
detalhada ¢ um desafio, em vista da sua natureza inerentemente complexa, expressa por um
enorme numero de compostos (Shishkova et al, 2022).

O crescimento populacional juntamente com a acelerag@o da industrializagao resultaram
em um significativo aumento na utilizagdo de combustiveis fosseis, o que
consequentemente, levou a um aumento consideravel das emissdes de diversos tipos de
poluentes (Chandra et al., 2013, Mishra et al., 2022). Dentre esses poluentes, o petroleo se
destaca devido a demanda crescente e excessiva por produtos petroliferos e a ocorréncia de
derramamentos frequentes em todo o mundo (Wan; Chen, 2018). Isso tem gerado impactos
negativos na vida de todos os ecossistemas, causando danos significativos aos organismos que
habitam o solo e a saude humana (Zhang et al., 2021; Ghosal et al., 2016). Acidentes com
petrdleo bruto, podem causar polui¢do da dgua potavel, diminuigdo da qualidade da dgua e do
ar, a fertilidade do solo, entre outros (Saeed et al., 2021a).

Acidentes com derramamentos de petréleo ocorrem hé anos e seguem ocorrendo em
todo o mundo, normalmente no mar, poluindo as 4guas e comprometendo todo o ecossistema
maritimo, resultantes das atividades humanas relacionadas a industria de petroleo e gas
(Galierikova; Materna, 2020; Alotaibi; Arnaud; Hijri, 2022). Os derramamentos em alto mar
ocorrem sobretudo durante o transporte em navios-tanque de um pais ao outro, pela ruptura de
tubulacdes de extragdo do petrdleo, nas plataformas, em portos e decorrentes de explosoes,

resultando no seu acumulo na superficie do mar e nas encostas (Prabowo; Bae, 2019; Ishak et
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al., 2019; Passow; Overton, 2021). No mar, o petrdleo pode causar poluicdo oceanica
generalizada, impactando negativamente o ambiente marinho, a vida marinha, a fotossintese do
fitoplancton, a respiracdo de animais marinhos, peixes e mariscos, além de danificar
ecossistemas costeiros, mangues ¢ areas de vida marinha, resultando em perda de
biodiversidade e mortalidade em massa da vida marinha (CHEN et al., 2019).

Além dos acidentes maritimos, acidentes em solo também sdo registrados (Liu; Wang;
Liang, 2020; Adeniran; Oladunjoye; Doro, 2023). Normalmente ocorrem durante o processo de
perfura¢do e extracdo, no armazenamento, em decorréncia do rompimento ¢ vazamento de
oleodutos, durante o transporte em tanques, ou ainda, em pocos abandonados que
foram inadequadamente selados, durante o trabalho com maquinas e até descartes deliberados
(Bonvicini; Antonioni; Cazzani, 2018; Auti et al., 2019; Lee et al., 2023; Lu; Xi; Qin, 2023).
Podem ocorrer também, na agricultura, pela irrigagdo de areas cultivaveis com agua proveniente
de locais contaminados com petrdleo e ndo tratados (Jiao et al, 2019).

Dos contaminantes ambientais derivados das atividades petroliferas, os hidrocarbonetos
totais do petroleo (TPH) sdao os que geram maior preocupacao na maioria dos paises em todo o
mundo (Hussain et al., 2019). Os TPH sdao contaminantes organicos constituidos por oxigénio,
hidrogénio, nitrogénio e enxofre, além de, metais pesados como cromo (Cr), zinco (Zn), ferro
(Fe) (Khan et al., 2018; Qomariyah et al., 2022). Sao ainda, compostos por hidrocarbonetos
alifaticos, aromaticos, heterociclicos e asfalteno (Wang et al., 2015). Sua composicao fracional
¢ dividida em hidrocarbonetos leves e hidrocarbonetos pesados, sendo que, a fragdo mais toxica
sd0 os compostos aromaticos, o qual possui a0 menos um anel benzénico e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHs) compostos por anéis aromaticos multiplos e fundidos

(Meistininkas et al., 2023).

2.1.1 Contaminagao de Solo Por Hidrocarbonetos Derivados do Petréleo

O langamento de hidrocarbonetos totais do petroéleo (TPH) ¢ uma das principais razdes
para a contaminagao dos recursos naturais nas areas urbanas, semiurbanas e industrializadas ao
redor do mundo (Campos et al., 2019). Ao longo do ultimo século, os biomas terrestres
passaram por uma transformacgdo significativa em decorréncia do aumento da taxa de
urbanizacdo, atividades antropogénicas e dependéncia continua de fontes de energia baseadas
em petroleo, dando espago a transformagdo de biomas urbanos (Auti et al., 2019). Quando
lancados no solo causam impactos ambientais significativos e representam um risco substancial

para humanos e outras formas de vida, devido a sua persisténcia e natureza recalcitrante, sao
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duraveis e estaveis e, portanto, permanecem por muito tempo no meio ambiente € ndo sdo
degradados facilmente (Ossai et al., 2020).

No solo, o vazamento de hidrocarbonetos de petroleo tem o potencial de modificar toda
sua estrutura ambiental natural, resultando em alteragdes tanto sutis quanto significativas na
comunidade biotica presente (Galitskaya et al., 2021). O petréleo, devido a sua riqueza em
carbono e vestigios de compostos nitrogenados, pode modificar a composicao e estrutura da
matéria organica do solo, impactando na relacao C/N, C/P, salinidade, pH e condutividade do
solo (Wang et al., 2013). Além disso, os hidrocarbonetos sdo hidrofébicos, sendo assim,
incapazes de solubilizar em 4gua, sua densidade ¢ baixa e viscosidade alta, o que atribui maior
resisténcia a sua degradacdo (Farouq ef al., 2022). Devido as suas caracteristicas, o petroleo ¢
facilmente adsorvido na superficie do solo, afetando a permeabilidade e porosidade do mesmo,
bloqueando os poros do solo e diminuindo a aeracdo do mesmo, resultando em impactos
toxicologicos e ecoldgicos nas plantas e na condi¢do natural do campo petrolifero (Saeed et al.,
2021a).

Levando-se em consideracao todos os problemas causados pelo petréleo, ¢ urgente
estabelecer estratégias para mitigar as condicoes degradadas do meio ambiente (Okonofua;
Lasisi; Atikpo, 2021; Rong et al., 2021; Hassain et al., 2022). Para tanto, diferentes tecnologias
para remediacdo de hidrocarbonetos estdo sendo estudadas, desenvolvidas e utilizadas a fim de
minimizar os problemas decorrentes da contaminagdo do solo pelo petréleo (Miri ef al., 2018).
No entanto, as restrigdes associadas aos métodos tradicionais empregados na redugdo de
poluentes tém impelido os cientistas a investigar alternativas ecologicamente responsaveis e
economicamente vidveis. A remediacgdo inclui métodos fisicos, quimicos, térmicos e métodos
bioldgicos que se destacam por seus processos pouco invasivos, mais ecoldgicos e econdmicos

(Meistininkas et al., 2023).

2.2 REMEDIACAO

Considerando os sérios perigos para a saude humana e os impactos adversos nos
ecossistemas terrestres causados pelo vazamento e polui¢do do solo e da agua por petroleo,
torna-se essencial desenvolver estratégias de reabilitacdo e renovagdo desses ecossistemas
(Haider et al., 2021; Johnston; Lim; Roh, 2019). Tais estratégias visam minimizar o risco de
exposicdo, restabelecer a funcionalidade do solo e garantir a prestagdo de servigos
ecossistémicos, um processo conhecido como agdes de remediacao de contaminantes (O’Brien

et al., 2017). Uma variedade de técnicas de reabilitacao, tanto no local quanto fora dele, sao
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empregadas, abrangendo processos de recuperacao e eliminagdo por meio de abordagens como
tratamento ultrassonico, acustico, eletromagnético e elétrico, térmico, fisico-quimico, quimico
e bioldgico, sendo estas técnicas adotadas como estratégias para recuperar solos contaminados
por hidrocarbonetos derivados do petréleo (Zhang et al., 2017; Ahmad et al., 2020).

Os métodos fisicos e quimicos atualmente disponiveis para remediacdo de locais
contaminados sdo caros, ineficazes e até prejudiciais ao meio ambiente, introduzindo outros
produtos quimicos toxicos no processo (Koelmel; Prasad; Pershell, 2015). As principais
técnicas de remediagdo fisica incluem métodos de isolamento, dessor¢do térmica, extragao de
vapor do solo, remediagdo elétrica e extragdo de fluidos supercritico, enquanto os quimicos
sao realizados por lixiviagdo de surfactante, tecnologia de plasma de baixa temperatura, de
oxidagao catalitica e redugao da oxidagao quimica (Lv; Bao; Zhu, 2022).

Contudo, dentre as alternativas existentes para a remog¢ao de contaminantes, os métodos
bioldgicos, no qual sdo utilizados plantas e microrganismos como agentes para a restauracao de
solos contaminados, evidenciam-se como os mais eficazes € economicamente viaveis (Garcia-
Sanchez et al., 2018; Wang et al., 2021). A aplicagdo de sistemas envolvendo interacdes entre
plantas e microrganismos para a remo¢ao de contaminantes organicos em solos representa uma
abordagem inovadora, que resultou na identificagdo de varias espécies de plantas, bactérias e
fungos capazes de converter moléculas toxicas do petroleo em subprodutos ndo tdéxicos por
meio de seus processos fisiologicos e moleculares (Sarma; Nava; Prasad, 2019). A tecnologia
de remediagdo de petréleo no solo associada a microrganismos e plantas, biorremediacao e
fitorremediacdo respectivamente, ¢ promissora para as futuras remediagdes de areas

contaminadas (Yuanfei; Bao; Zhu, 2022).

2. 2. 1 Biorremediacao

A biorremediag@o, uma técnica de remediacdo de natureza bioldgica, envolve a remocao
de hidrocarbonetos derivados do petrdleo pela acdo isolada ou combinada de microrganismos,
incluindo diferentes géneros e espécies de fungos e bactérias (Ajona; Vasanthi, 2021). Os
hidrocarbonetos simples e compostos que constituem o petréleo bruto sdo degradados por
numerosos microrganismos especialmente nativos, cada qual capaz de quebrar grupos
especificos de moléculas (Varjani, 2016). Nos tltimos anos, o uso de bactérias especializadas
na degradacdo de hidrocarbonetos ganhou destaque entre os métodos biologicos utilizados em

areas contaminadas com petroleo e seus subprodutos, pois além de serem de baixo custo,
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causam poucas mudancas nas caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas do solo (Wu et al.,
2017; Wang et al., 2022).

A contaminagdo ambiental pelos componentes quimicos do petroleo bruto e seus
derivados tem efeitos diretos sobre a estrutura microbiana do solo, devido a sua toxicidade
elevada (Lawniczak et al., 2020). Entretanto, alguns microrganismos desenvolveram
adaptagcdes tornando-se capazes de usar essas moléculas provenientes da contaminagao,
diminuindo consequentemente a toxicidade do ambiente e proporcionando condigdes
favoraveis para a sua sobrevivéncia no meio, como ocorre com as bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos (Xu et al., 2018). No processo, os microrganismos degradadores t€ém a
capacidade de utilizar os hidrocarbonetos de petroleo como Unica ou principal fonte de carbono
e energia para crescer, ja que este ¢ um dos componentes essenciais de todos os constituintes
celulares, convertendo-os em produtos quimicos atoxicos que sao novamente liberados para o
meio (Ismail; Kasmuri; Hamzah, 2022).

A grande maioria das bactérias degradadoras de compostos orgéanicos sintetizam
enzimas extracelulares surfactantes, que medeiam reagdes de oxidacao-reducao, emulsificando
as moléculas de hidrocarbonetos para formar goticulas ou micelas, que por fim sdo absorvidas
pelo microrganismo e utilizadas como substrato (Abbasian et al. 2015; Sarma; Nava; Prasad,
2019). Outras bactérias, chamadas bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV),
desempenham processos como fixacdo de nitrogénio, sintese de hormonios, sideréforos e
solubilizacao de fosforo, podendo ser também importantes degradadoras de hidrocarbonetos de
petroleo presentes no solo (Ali ef al., 2023). Essas podem colonizar o interior das raizes, a
rizosfera ou viver perto da superficie radicular das plantas, e possuem mecanismos que incluem
a bioacumulagdo (acimulo de contaminantes nas células dos microrganismos),
biomineralizacao (transferéncia de contaminantes do meio aquoso para precipitados cristalinos
ou amorfos), biotransformacao (transformacao de contaminantes de formas toxicas para menos
toxicas) e biossorcdo (ligagdo de contaminantes com proteinas presentes na parede celular de
microrganismos) para superar a toxicidade dos contaminantes (Saeed et al., 2021b; Graj et al.,
2023).

Existem varios géneros de bactérias e fungos que degradam cerca de 10% a 99% de
hidrocarbonetos, entre eles se destacam os géneros Achromobacter, Bacillus, Micrococcus,
Pseudomonas e Stenotrophomonas, Mesorhizobium e Brucella entre outros (Zhang et al.,
2020). Alguns desses géneros possuem a capacidade de interagir com plantas atingindo
niveis ainda maiores de degradagdo, pelo processo de fitorremediagdao, a qual vem sendo

considerada uma técnica econdmica e verde (Jiao et al., 2019; Eze et al., 2022). Apesar do uso
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combinado de plantas e BPCV como degradadores de hidrocarbonetos de petréleo ser um
conceito relativamente novo no campo da remediagdo de solo contaminado, esse se mostra

promissor (Pacwa-Plociniczak et al., 2016; Ismail et al., 2024; Graj et al., 2023).

2. 2. 2 Fitorremediagao

A fitorremediacdo consiste no uso de espécies vegetais para estabilizar, extrair,
acumular e degradar contaminantes organicos e inorganicos presentes no ambiente, por
diferentes mecanismos de forma econdmica e ecologicamente correta (Madejon et al., 2018).
A utilizagdo da vegetacdo na remediacdo de poluentes organicos ¢ relativamente recente,
originando-se apos o reconhecimento da capacidade das plantas em acumular contaminantes
prejudiciais (Sarma; Nava; Prasad, 2019). Dentre as formas de remediacdo dos compostos
toxicos do petrdleo no solo, a fitorremediacao requer menos esfor¢o de manutengdo, minimiza
as perturbacdes do local e além de ser uma abordagem econdmica e menos destrutiva
comparada aos demais métodos (Alotaibi; Arnaud; Hijri, 2022).

O processo de remogao de poluentes pelas plantas pode ocorrer por diferentes
mecanismos € processos bioldgicos, incluindo a: fitoestabilizagdo, no qual ocorre
a imobilizacdo de impurezas nas raizes; fitoacumulagdo ou fitoextragdo onde os poluentes se
acumulam em diferentes partes da planta; fitodegradacao ou fitotransformacao onde as plantas
metabolizam, usando o mecanismo de degradag¢ao dentro da mesma; fitovolatilizacdo no qual
as plantas absorvem poluentes e eliminam por meio dos processos de transpiracdo; e
rizofiltragdo na qual as bactérias sdo atraidas para perto da raiz e ali realizam a remediag¢ao
(Polinska et al., 2021). A taxa de remediac@o de petroleo nessa técnica ¢ potencializada pela
liberacao de nutrientes e oxigénio no solo pelas raizes das plantas, juntamente com a melhoria
na aeragdo do solo, maior atividade microbiana, inducao genética e maior biodisponibilidade
de hidrocarbonetos, possibilitando a restauracdo da produtividade e da fertilidade de solos
degradados, promovendo reabilitagdo dos ciclos biogeoquimicos na rizosfera, enquanto
preserva a estrutura e textura naturais do solo (Dehnavi; Ebrahimipour, 2022).

Ao melhorar as condi¢des do solo em consequéncia da utilizagdo de plantas como
remediadoras, estas atraem para a rizosfera microrganismos, incluindo bactérias especializadas,
que em interagdo com as plantas contribuem com a promog¢ao do crescimento da planta e a
degradagdo de hidrocarbonetos presentes no solo (Rafique et al., 2023). No sistema planta-
microbio, 0s microrganismos convertem compostos organicos toxicos em nutrientes € energia

para as plantas, produzindo subprodutos inofensivos, enquanto as plantas acumulam
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substancias toxicas e resistem a toxicidade por meio de sistemas de defesa antioxidantes, sendo
este fenomeno observado em varias espécies, dessa forma, cada componente desempenha
papéis diversos, com uma maior resisténcia ao solo contaminado sendo essencial para uma
eficaz fitorremediacdo (Kuzina et al., 2021). As plantas sintetizam e fornecem exsudatos e
fotossintatos aos microrganismos, que por sua vez, sintetizam compostos e nutrientes as plantas
auxiliando na promogao do crescimento, promovem maior crescimento € volume das raizes das
plantas, além de possibilitar maior resisténcia, melhorar o sistema de defesa das plantas e

reduzir o estresse abidtico (Cheng; Zhou; Yu, 2019).

2.3 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

No solo, existe uma diversidade de bactérias interagindo com as plantas, algumas das
quais exercem influéncia benéfica, como as bactérias que promovem o crescimento das plantas,
ou aquelas que atuam de forma prejudicial, como fitopatdgenos, enquanto outras estabelecem
interacdes neutras com as plantas (Whipps, 2001; Bulgarelli ef al., 2013; Glick; Gamalero,
2021). Dentro dessa gama de microrganismos, as bactérias coletivamente denominadas como
promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sdo atraidas para a rizosfera, uma estreita regido de
interface entre o solo e as raizes das plantas, onde ha elevada sintese de moléculas organicas,
como agucares, aminoacidos, flavonoides, esterdides e terpenos provenientes dos exsudatos
radiculares (Ahemad; Kibret, 2014; Abdelaal et al., 2021). Ao interagir com as raizes, as
bactérias desempenham mecanismos de ciclagem de nutrientes do solo, sintese aumentada de
hormonios vegetais, producdo de sideroforos aumentando a disponibilidade de ferro na
rizosfera e ainda atuam antagonicamente contra fitopatogenos (Ji et al., 2019).

Essas BPCV apresentam a habilidade de estabelecer e assumir uma variedade de
associacdes com as raizes de varias espécies de plantas (Cardoso; Andreote, 2016; Thiebaut et
al., 2022). As interacdes entre bactérias e plantas, incluem interagdes associativas, endofiticas
e simbidticas, cada uma com caracteristicas distintas (Glick, 2015; Lobo et al., 2022). Nas
interacdes associativas, as bactérias colonizam a rizosfera, sem penetrar nos tecidos vegetais
(Franche; Lindstrém; Elmerich, 2009; Carvalho et al., 2016). Por outro lado, nas interacdes
endofiticas, as BPCV residem dentro dos tecidos vegetais, como caules e folhas, sem causar
danos aparentes as plantas (Kneip et al., 2007; Morales-Cedefo et al., 2021). Por fim, nas
interagdes simbidticas, as BPCV estabelecem interagdes mais especificas, através da formacao

de nodulos nas raizes de leguminosas(Acosta-Jurado, 2021).
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2.3.1 Mecanismos Bacterianos Para Promocao do Crescimento Vegetal

2.3.1.1 Fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN)

A partir da fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), as bactérias diazotroficas (fixadoras
de nitrogénio) convertem o dinitrogénio atmosférico (N2) em amodnia (NH3), suprimindoem
parte ou integralmente a demanda de N pela planta (Dong; Song, 2020). Este se refere a um
processo natural de transformagdo do N> em uma forma simples, soluvel e nio toxica (NH4")
assimilavel pelas células vegetais para a sintese de varias biomoléculas (Soumaré¢ et al., 2020).

As bactérias diazotroficas podem ser de vida livre, associativas ou endossimbioticas
(Mus et al., 2016). Na fixacao de N» por bactérias endossimbioticas de plantas leguminosas, ha
formacao de um 6rgao especializado, o denominado ndédulo radicular (Etesami, 2022). O 6rgao
formado nessa interagdo € o local de infecc¢do e coloniza¢do da bactéria na planta, no qual recebe
fontes de carbono provenientes da planta hospedeira como fonte de energia, converte em ATP
e utiliza-o para sua sobrevivéncia bem como para a realizacao do processo de FBN, fornecendo
as plantas a amonia, numa troca benéfica por recursos (Walker; Lagunas; Gifford, 2022;
Cangioli et al., 2022).

Para efetivamente ocorrer a interacdo simbidtica entre planta e bactérias, um complexo
processo de sinalizagdo quimica ocorre na rizosfera, permitindo o recrutamento e
estabelecimento de comunidades microbianas ativas (Lindstrom; Mousavi, 2019). Nesse
processo ocorre a formagdo de um gradiente quimico no solo por diferentes metabolitos
exsudados pelas raizes, como acidos organicos, aminoacidos e agucares, que sdo utilizados para
atrair quimiotaticamente os rizobios, e compostos fenolicos, como os flavonoides, também
responsaveis por induzir a expressdo do gene nod em rizobios (Lyu et al., 2022). Sendo assim,
a interagdo simbiotica se inicia com os flavonoides exsudados pelas raizes das plantas (Figura
1), que desempenham o papel de sinalizadores para os rizobios, que por sua vez, iniciam a
producdo dos fatores de nodulagdo (fatores Nod) e sdo reconhecidos pela planta, ativando a via
de sinalizagao de simbiose (Wang; Liu; Zhu, 2018). Esse processo leva a oscilagdes de calcio,
a principio nas células epidérmicas, mas posteriormente nas células corticais, preparando para
a colonizacdo subsequente, via células ciliadas da raiz, que crescem e enrolam prendendo a

bactéria (Oldroyd, 2013).
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Figura 1- Processo de colonizagdo e formacgdo de nddulos radiculares em resposta da simbiose entre planta-
bactéria.
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Quando o rizébio simbionte € aprisionado no compartimento formado pelo enrolamento,
0 mesmo entra na raiz, por meio da hidrolise local da parede celular e da invaginacdo da
membrana plasmatica, o que d4 inicio ao processo de crescimento da ponta em dire¢do a base
do pelo radicular, resultando na formacgao do fio ou canal de infec¢do que cresce e se ramifica
através do cortex (Ibafiez; Wall; Fabra, 2017). Em uma regido mais profunda do cortex,
proximo ao xilema, as células corticais se desdiferenciam e iniciam a divisdo, formando uma
area denominada primoérdio nodular, que posteriormente une-se ao canal de infec¢do que se
alongou através do pelo radicular e se fusiona com a membrana plasmatica do hospedeiro,
penetrando e liberando as bactérias no citoplasma, que posteriormente se diferenciam em
bacteroides fixadores de nitrogénio, formando finalmente o nddulo radicular (Taiz ef al., 2021).

Numerosas bactérias simbidticas, colonizam as células vegetais e formam os nodulos e
realizam a FBN, dentre elas, representantes dos géneros Rhizobium, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Ochrobactrum e Mesorhizobium estao
incluidas neste grupo e sao comumente usadas como inoculantes para leguminosas (Quiza; St-
Arnaud; Yergeau, 2015; Hakin et al., 2020). A FBN prové a planta com uma das principais
fontes de nitrogénio, sendo entdo a inoculagdo com bactérias dizotrédficas utilizada como uma
alternativa para promover praticas sustentdveis, diminuir ou substituir o uso de fertilizantes
quimicos agricolas e agroflorestais (Yeremko et al., 2025). Portanto, desenvolver recursos e

aumentar o uso de bioldgicos em sistemas de cultivo sdo métodos importantes € necessario para
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prevenir a degradacdo ambiental e a poluigdo relacionada a insumos agroquimicos (Bagheri ef

al., 2021).

2.3.1.2 Sintese de 4cido indol-3-acético (AIA)

Os fitormodnios sdo responsdveis por regular inimeras vias metabdlicas e processos
biologicos nas plantas (Jan et al., 2024). O 4cido indol-3-acético (AIA), ¢ um importante
hormdnio vegetal dentro do grupo das auxinas, responsavel por controlar os processos
fisiologicos das plantas em quase todas as fases do crescimento e desenvolvimento vegetal,
incluindo o aumento e a divisdo celular, a diferenciacdo dos tecidos, alongamento,
desenvolvimento dos frutos, senescéncia, bem como, responder a luz e gravidade (Alemneh et
al. 2020; Jaiswal et al., 2021; Yu et al, 2022; Lobo et al., 2023). A produgao de fitormdnio
altera as caracteristicas das raizes, facilitando a absor¢do de nutrientes, aumentando o tamanho
das partes aéreas das plantas, afrouxando suas paredes celulares, bem como, aumentando a
exsudac¢do da raiz e fornecendo nutrientes adicionais para apoiar no crescimento das bactérias
da rizosfera, de modo a aumentar a atividade microbiana (Etesami, 2022).

A sintese de alguns fitormonios, incluindo o AIA, pode ocorrer por acdo de algumas
BPCV (Lobo et al., 2022). O AIA ¢ produzido especialmente pelos géneros bacterianos
Alcaligenes, Azospirillum, Pseudomonas, Bacillus, Pantoea, Rhizobium e Enterobacter
(Alaylar et al., 2019; Chen; Liu, 2019; Swarnalakshmi et al., 2020). A sintese de AIA por
bactérias do solo pode ocorrer na presenca ou ndo de L-triptofano como precursor. As principais
vias envolvidas na conversdao do triptofano correspondem a via do acido indol-3-piruvato
(IPyA) (L -Trp — IPyA — indol-3-acetaldeido (IAAld) — IAA), a via do indole-3-acetamida
(IAM) (L -Trp — IAM — IAA), a via da triptamina (TAM) ( L -Trp - TAM — [AAld —
IAA), via da oxidase da cadeia lateral do triptofano (TSO) ( L -Trp — IAAld — [AA), e a via
do indol-3-acetonitrila (IAN) ( L -Trp — IAN — [AA) (Emenecker et al., 2020; Zhang et al.,
2021; Tang et al., 2023).

Diferentes métodos de deteccdo e determinagdo da producdo de auxinas por
microrganismos sao utilizados. Dentre os métodos de maiores eficiéncia se destacam o método
de ensaio imunoenzimatico (ELISA), metabolomica baseada em espectrometria de massa,
cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS), cromatografia em camada fina de alta
eficiéncia (HPTLC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e diferentes variantes ou
detectores, incluindo o método de Salkowski (Guardado-Fierros et al., 2024). O método de

Salkowski, desenvolvido por Gordon ¢ Weber (Gordon; Weber, 1951), ¢ usualmente utilizado
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como método de deteccdo de auxinas produzidas por bactérias e rizobactérias, por se tratar de
uma técnica colorimétrica com resultados rapidos, onde a absorbancia ¢ medida em um
espectrofotdmetro em um comprimento de onda fixado em 530 nm (Rahman et al., 2010; Dubey

etal., 2021).

2.3.1.3 Solubilizagdo de fosfato (P)

O fosforo (P) ¢ um macronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, fundamental na fotossintese, respiragdo, biossintese de acidos nucléicos e membranas,
além de desempenhar grande importdncia na regulacdo de enzimas e na composi¢cdo da
molécula organica adenosina trifosfato (ATP) (Billah et al., 2019; Lambers, 2021). Sua
assimilagdo pelas plantas ocorre principalmente como ions ortofosfato primarios e secundarios
carregados negativamente na solucdo do solo, que embora apresente estoques totais
consideraveis de P, apenas uma pequena fragdo (< 1%) do P inorganico total (Pi) e do P
organico (Po) ¢ dissolvida em qualquer momento e se apresenta prontamente disponivel para
as plantas (Zhu; Li; Whelan, 2018). A sua limitada assimilagdo pelas plantas se deve a
processos edaficos complexos e interagdes com componentes do solo, como hidréxidos de ferro
(Fe*") e aluminio (AI*") em solos 4cidos e calcio (Ca?*) em solos alcalinos, além de ser
influenciado pela umidade e pela presenca de particulas de argila que fazem a imobilizacao do
P no solo (Bindraban; Dimkpa; Pandey, 2018).

A disponibiliza¢dao de P para as plantas pode se dar pela incorporagdo de fertilizantes
fosfatados ao solo (Yahaya et al., 2023). No entanto, a maior parte do P disponibilizado através
dos fertilizantes fica inacessivel, imdvel ou indisponivel as plantas, devido a formagao de
complexos insoluveis de sais de fosfato (Schnug; Haneklaus, 2016). Além disso, o uso
recorrente e a elevada quantidade de fertilizantes fosfatados introduzidos no solo causam a
acidificacdo do mesmo, a polui¢cdo da 4gua e eutrofizacao de lagos e rios (Weeks; Hettiarachchi,
2019).

Os microrganismos do solo desempenham um papel fundamental na absor¢do de
nutrientes pelas plantas e estdo envolvidos em uma ampla gama de processos biologicos, dos
quais inclui a solubilizagdo e mineralizagdo de P insoluvel as plantas (Ji et al., 2019).
Numerosos microrganismos do solo e da rizosfera, coletivamente chamados de microrganismos
solubilizadores de fosfato, sdo conhecidos por liberar efetivamente P do solo (Timofeeva;
Galyamova; Sedykh, 2022). Os mecanismos de solubilizagdo e mineralizacdo de fosfato

mediada por microrganismos nos solos, t€ém sido amplamente pesquisados, mas nao sdo ainda
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completamente compreendidos. Entretanto, os mecanismos de solubilizagdo de P por
microrganismos incluem a (I) liberagdo de compostos complexantes ou de dissolugcdo de
minerais, por exemplo, anions de acidos organicos, protons, ions hidroxila, CO»; (I) liberagao
de enzimas extracelulares (mineralizagdo bioquimica de P); e (III) liberacdo de P durante a
degradagdo do substrato (mineralizacao biologica de P) (Sharma et al., 2013).

A solubilizagdo bacteriana do fosfato inorganico tem sido associada principalmente a
liberagdo de acidos organicos de baixo peso molecular, como acido citrico, lactico, glicdlico,
2-cetogluconico, oxalico, gliconico, acético, malico, entre outros, que quelam cations ligados
ao fosfato através de seus grupos hidroxila e carboxila, convertendo-os em formas
biodisponiveis (Kalayu, 2019; Mendoza-Arroyo et al., 2020). Os acidos organicos sao
sintetizados como produtos do metabolismo do carbono, que quando liberados no ambiente
diminuem o pH, acidificando o solo pela liberagdo de H', associada a assimilagdo de cations ou
da atividade ATPase com translocac¢do de H" (Timofeeva; Galyamova; Sedykh, 2022).

Vérios géneros de bactérias sdo conhecidos por sua capacidade de realizar a
solubilizacdo de fosfato no solo. Dos géneros solubilizadores se destacam Achromobacter,
Aereobacter,  Agrobacterium,  Alcaligenes,  Arthrobacter,  Azotobacter,  Bacillus,
Bradyrhizobium, Burkholderia, Chromobacterium, Enterbacter, Erwinia, Escherichia,
Flavobacterium, Klebsiella, Micrococcus, Pantoea agglomerans, Pseudomonas, Rhizobium,
Salmonella, Serratia, Thiobacillus (Zhu; Li; Whelan, 2018). Estes por sua vez, se destacam por
suas vantagens como seguranga para o meio ambiente, baixo custo e alta eficiéncia, além de
promover maior rendimento das plantas ¢ a absor¢do de fosforo tanto em vasos quanto no

campo (Timofeeva; Galyamova; Sedykh, 2022).

2.4 FEIJAO COMUM (Phaseolus vulgaris)

O feijao comum (Phaseolus vulgaris) ¢ uma das espécies alimentares mais importantes
do mundo (Reinprecht et al., 2020). Uma rica fonte de proteinas, fibra alimentar e amido,
especialmente nos paises em desenvolvimento (Los et al., 2018). Se trata de uma leguminosa
indigena da América Central e do Sul, sendo o México apontado como o ber¢o da domesticagdo
da espécie (Bitocchi et al., 2012).

A espécie pode crescer em diferentes condi¢des edafoclimaticas e dispde de muitas
variedades com tempos de maturagdo e sementes com grande variedade de caracteristicas,
tamanhos, formas e cores (De Ron et al., 2015). E atualmente cultivada em paises de todos os

continentes por pequenos agricultores e grandes produtores de graos (Shamseldin; Velazquez,
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2020). A nivel nacional, o feijdo comum, por possuir como caracteristica uma elevada
adaptabilidade edafoclimatica, permite o seu cultivo em trés safras, denominadas “safra das
aguas”, “safra da seca” e “safra de outono/inverno” (Silva et al., 2020).

O feijado comum se destaca por suas interagdes simbiodticas com BPCV, que enriquecem
o solo através da FBN (Karavidas et al., 2022). A espécie é comunte utilizada em experimentos
com isolamento de bactérias do solo, em vista da sua elevada promiscuidade com
microrganismos nodulantes (Dall’agnol et al., 2014; Shamseldin; Veldzquez, 2020; Moura et
al., 2022; Moura et al., 2023; Aratjo et al., 2025). Dentre os géneros que nodulam P. vulgaris

se destacam Rhizobium, Pararhizobium, Ensifer, Bradyrhizobium, Bacillus, Enterobacter,

Pseudomonas e Paraburkholderia (Kawaka et al., 2018; Shamseldin; Velazquez, 2020).

2.5 FEIJAO-CAUPI (Vigna unguiculata)

O feijao-caupi conhecido também como feijdo-fradinho, ¢ uma planta dicotiledonea,
herbacea pertencente a familia Fabaceae, uma leguminosa alimentar com altos teores proteicos
e de carboidratos (Jayathilake et al., 2018). Historicamente, acredita-se que sua origem seja na
Africa, onde a leguminosa é a mais comumente consumida nas regides secas de savana (Smykal
et al., 2015). No entanto, apesar da sua distribuicao global, seu cultivo fica restrito a algumas
regides, em diferentes ecossistemas agricolas, sendo cultivado principalmente por comunidades
agricolas carentes, que dependem delas para seu sustento e subsisténcia (Marquez-Quiroz et
al., 2015).

No Brasil, o feijdo caupi tem sido uma cultura tradicionalmente importante para
pequenos agricultores nas regides Nordeste e Norte, no entanto, a cultura foi introduzida em
algumas areas da regido do cerrado para suceder a cultura principal que normalmente € a soja
ou milho (Silva-Junior et al., 2018). Em nivel nacional, a cultura ¢ bem adaptada a pouca
disponibilidade hidrica, aos solos de varzea e de terra firme, mas se desenvolve melhor em solos
leves, profundos, bem arejados e preferencialmente com fertilidade média a alta, podendo ser
implantada em solos com baixa fertilidade, desde que manejados com corretivos e fertilizantes
(Pereira, 2010). Além disso, para seu bom desenvolvimento e produgdo de graos, a cultura exige
uma faixa de temperatura de 18 °C a 34 °C, podendo ser cultivado tanto em regido de clima
seco quanto em regido de clima tmido, com aproximadamente 300 mm de precipita¢do
(Oliveira et al., 2019).

As plantas leguminosas, de maneira geral, apresentam boa adaptabilidade em solos

degradados e afetados por fatores bioticos e abioticos, desempenhando um papel importante na
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regeneragdo de solos degradados e contaminados (Flores-Duarte ef al., 2022; Meistininkas et
al., 2024). Entretanto, o feijao-caupi (Vigna unguiculata) se destaca por seu potencial
fitorremediador e associativo com bactérias degradadoras de hidrocarbonetos (Jidere;
Akamigbo; Ugwuanyi, 2012; Jiao, et al., 2019). Para reduzir possiveis efeitos do estresse
ambiental e nutricional, o feijdo-caupi desenvolve associacdes mutualisticas com
microrganismos benéficos do solo, que por diferentes mecanismos auxiliam no crescimento da
planta (Oliveira et al., 2017; Marinho et al., 2017; Nascimento et al., 2020; Ayalew; Yoseph,
2020). A espécie possui resisténcia aos hidrocarbonetos do petrdleo, capacidade de acumulagao
de metal, producao de alto rendimento, além de sintetizar elevadas quantidades de exsudatos
radiculares, tornando-o atrativo para os microrganismos no processo de fitorremediacdo (Aliku;

Madu; Aliku, 2021; Farouq et al., 2022)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) e biorremediadoras de

solos contaminados por petroleo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Inocular sementes de Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris com BPCV oriundas de
nddulos radiculares das espécies nativas Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli de
area contaminada por petroleo e cultiva-las em camara de cultura de tecido;

e Selecionar as BPCV capazes de promover a formagdo de noddulos radiculares nas
cultivares testadas;

e Caracterizar as BPCV quanto a capacidade de alteragdo do pH do meio e coloracao de
Gram;

e Identificar as BPCV através do sequenciamento do gene 16S rRNA;

e Caracterizar as BPCV quanto a producdo de acido indol-3-acético e solubilizagao de
fosfato in vitro;

e Avaliar o potencial promotor de crescimento vegetal das estirpes bacterianas inoculadas
nas espécies Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris, cultivadas em casa de vegetagao;

e Avaliar a tolerancia e degradagdo de petroleo pela técnica de Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), das estirpes bacterianas inoculadas nas
espécies V. unguiculata e P. vulgaris submetidos a crescimento em solo contaminado

com petroleo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 BPCV

As BPCV utilizadas nesse trabalho fazem parte do estoque de bactérias do Laboratério
de Biologia Molecular Microbiana (LABMOM). Essas BPCV foram originalmente isoladas de
nddulos radiculares de exemplares das espécies Erythrina crista-galli e Mimosa oblonga
presentes na area de coleta denominada “Banhado 4” da propriedade da Refinaria Presidente
Getulio Vargas- REPAR, cidade de Araucaria- PR (Aratjo, 2021). As espécies sdo nativas da
regido, que ocorrem naturalmente em solos hidromoérficos e que, portanto, sdo espécies
adaptadas a ambientes com exposi¢do solar plena e inundados, tais como as areas de varzea
(Reis-Jr et al., 2010; Mello et al., 2019).

A 4rea do “banhado 4” apresenta aproximadamente 5,5 hectares, localizado nas
coordenadas UTM centrais 665.780 Leste e 7.168.868 Norte, em uma altitude proxima de 8§90
m s.n.m (Figura 2). As BPCV foram coletadas nos pontos 4, 6, 7, 12, 15, 17, 22, 24,25 ¢ 27,
destacados na Figura 2, os quais apresentam concentragdes variadas de hidrocarbonetos totais

de petréleo (TPH) (Silva, 2014).

Figura 2- Modelo digital indicando os valores de hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH) nos diferentes
grupamentos sobre a Refinaria Presidente Getulio Vargas (REPAR), Araucéria, PR.
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Fonte: SILVA, M. Y. B. Floristica e estrutura de uma Formagao Pioneira com Influéncia Fluvio-lacustre 12 Anos
ap6s derramamento de dleo, Araucaria, Parana. 2014. 131f. Tese (Programa de Doutorado em Engenharia
Florestal) — Universidade Federal do Parana, Parana, 2014.

Nota: Os nimeros indicam os pontos de coleta das espécies vegetais Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli. *
pontos de coleta das plantas Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli do presente estudo.
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4.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE E PUREZA DOS ISOLADOS

As bactérias isoladas de nddulos de Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli sdo
mantidas em glicerol 50%, em microtubo, armazenados a -20°C no estoque microbioldgico do
LABMOM/UEPG. Para sua reativagdo, uma aliquota de 500 pL do estoque foi coletada e
inoculada em 2 mL de meio Yeast Mannitol (YM) liquido, meio indicado para o crescimento
de rizobios (Vincent, 1970) (Tabela 1). Este, foi submetido a agitacdo em incubadora a 120 rpm
com temperatura de 28°C até apresentar crescimento, atingindo a D.O.s00 entre 0,7-1,0.

Os isolados que apresentaram crescimento em meio YM liquido foram transferidos para
placas de petri contendo meio Yeast Mannitol Agar (YMA) acrescido de vermelho congo.
Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa a 28°C, com monitoramento diario até o
crescimento de colonias isoladas e puras. O meio YMA permite a identificagdo visual de
contaminantes junto ao cultivo, possibilitando uma melhor comparacdo da morfologia das
coldnias bacterianas no meio de cultura (Hungria; Silva, 2011), sendo assim, as placas foram
avaliadas quanto a presenca de demais microrganismos. Em casos de contaminagao, as colonias
foram inoculadas em novas placas, at¢ a obtencdo de um padrdo unico de crescimento

bacteriano.

4.2.1 Teste de Alteragao do pH do Meio de Cultura

Apo6s o 1solamento de colonias puras, as estirpes bacterianas foram testadas quanto a
capacidade de alterar o pH do meio de cultura em crescimento. Para tanto, os isolados foram
cultivados em meio s6lido YMA acrescido de azul de bromotimol (Tabela 1) a 28 °C até a
obten¢do de coldnias isoladas para a caracterizacao de suas condi¢oes acidas ou alcalinas. A
alteracdo da coloragdo do meio de cultura caracteriza os isolados, onde, a coloragao azul
indicara isolado alcalino, coloracdo amarela isolado 4cido e a ndo alteragdo da cor original do

meio isolados neutro (Hungria; Silva, 2011).
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Tabela 1- Relago de reagentes do meio Yeast Mannitol (YM), conforme concentragdes indicadas pela Instrucdo
normativa DAS/MAPA n° 13, de 24 de marco de 2011.

Componentes Quantidade em g/L

Fosfato de potassio bibasico anidro (K,HPOys) 0,5
Sulfato de magnésio (MgSo4.7H,0) 0,2
cloreto de sodio (NaCl) 0,1
Manitol 5

Extrato de levedura 04
Agar* 17

Quantidade em mL/L

Solugdo de Vermelho Congo 2,5%* 10
Solucdo Azul de Bromotimol 2,5%** 10

Fonte: a autora.
Nota: *Componentes usados somente no preparo de YMA na condigao solida; **Solucdo indicadora de mudanga
no pH do meio; Ajustar o pH do meio para 7,0 £ 0,2 com KOH (10%) ou solugdo H2SO04 (5%).

4.2.2 Coloracao de Gram

Os isolados foram corados por Gram para determinagdo de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. As bactérias foram determinadas usando uma colonia isolada fixada pelo calor
em lamina de vidro. Esfregacos foram preparados de cada isolado, secos ao ar e posteriormente
aquecidos em chama. Sobre o esfregaco na lamina foi depositado violeta de genciana fenicada,
que ficou em repouso por dois minutos, as laminas foram enxaguadas com 4gua destilada. Ap0s,
no esfregaco foi adicionado também lugol, que permaneceu em repouso por um minuto e entao
lavado novamente com agua destilada. As laminas foram descoloridas com etanol 95%, que
permaneceu sobre a lamina por 20 segundos e apds esse tempo foi lavado com dgua destilada.
Por fim, as laminas foram coradas com safranina por 30 segundos, lavadas com agua destilada
e secas. Suas reacdes de Gram foram observadas microscopicamente para confirmar a

identidade dos isolados, com lente objetiva de imersdo em oleo.

4.2.3 Crescimento Bacteriano, Tolerancia e Degradacdo de Hidrocarbonetos do Petréleo em

Meio de Cultura Liquido

Para testar o potencial de tolerancia e degradagdo do petréleo, os isolados foram
crescidos em frascos contendo meio liquido Yeast Mannitol (YM) (Tabela 1), acrescidos de 1%
de petroleo (Sigma Aldrish, 100% de pureza) e meio liquido Bushnell e Haas (BH) (Tabela 2)
acrescidos de 1%, 2% e 5% de petrdleo sendo realizadas trés repeticdes para cada isolado, em

cada uma das condigdes. Na sequéncia os isolados foram incubados a 28 °C, com agitagdo a



35

180 rpm, por 5 dias. Os resultados foram considerados positivos de acordo com a turbidez do
meio, uma vez que o aumento na densidade celular dificulta a passagem da luz, conferindo um

aspecto turvo ao meio, relacionado a multiplicacao das células em suspensao.

Tabela 2- Relacdo de reagentes do meio Bushnell e Haas (BH).

Componentes Quantidade em g/L*
Sulfato de amonio (NH4)2S0O4) 1,0
Fosfato monopotassico (KH>2PO4) 1,0
Fosfato dipotassico (K;HPO4H>O) 1,0
Sulfato de Magnésio (MgSOs4) 0,2
Cloreto de calcio (CaCly) 0,02
Cloreto de ferro hexahidratado (FeCl3;.6H,0) 0,004

Fonte: a autora.
Nota: Ajustar o pH do meio para 7,0 + 0,2 com KOH (10%) ou solu¢do H.SO4 (5%).

4.3 CULTIVO E PREPARACAO DOS INOCULANTES BACTERIANOS

Os isolados bacterianos foram cultivados e mantidos em cole¢do bioldgica no
LABMOM, na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), em Ponta Grossa, Parana. A
producao de inoculante ocorreu de forma isolada para cada bactéria, em meio de cultura Yeast
Mannitol (YM) liquido sob agitacao a 120 rpm com temperatura de 28°C até a fase exponencial,

padronizados a uma concentragio celular aproximada de 10’ UFC mL™.

4.4 SELECAO DE BACTERIAS CAPAZES DE NODULAR FEIJAO

4.4.1 Plantas

Foram utilizadas para sele¢do de isolados promotores de crescimento e degradadores de
hidrocarbonetos de petroleo, sementes de feijao-caupi (V. unguiculata) cultivar BRS
tumucumaque e feijdo comum (P. vulgaris) cultivar BRS FC310 oriundos de campos
experimentais da Embrapa Transferéncia de Tecnologia, localizada no municipio de Ponta

Grossa.

4.4.2 Inoculagao

Os ensaios para avaliagdo dos isolados quanto & capacidade de formar ndédulos em

leguminosas, foi desenvolvido em camara de cultura de tecido da UEPG, nas espécies de feijao
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(topico 5.4.1). Os experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio de vidro com 24,5 cm
de altura e 2 cm de diametro, em delineamento aleatorizado em blocos, com trés repetigoes,
contendo um controle negativo (sem inoculagdo) e controle positivo, sendo Rhizobium tropici
cepa SEMIA 4080 para o feijdo comum e Bradyrhizobium pachyrhizi BR 3262 como controle
positivo do feijdo-caupi, conforme recomendado pela Instrugdo Normativa SDA n° 13 de
24/03/2011.

Para tanto, as sementes de V. umguiculata e P. vulgaris foram desinfestadas
superficialmente por submersdao em etanol 80% por 30 segundos, 2 minutos em hipoclorito de
sodio 5%, seguido de lavagens com dgua destilada estéril (Figueiredo et al., 2008). As sementes
desinfestadas foram pré-germinadas em placas de petri contendo meio agar-dgua 25% e
permaneceram em estufa a 28°C por 48 horas. Completo o periodo de germinagdo, foram
transferidas para tubos de ensaio de vidro contendo papel germinativo esterilizados em
autoclave a 121°C por 40 min a 1 atm, umedecido com 20 mL de soluc¢do nutritiva de Norris
isenta de nitrogénio (Yates et al., 2016) (Figura 3 A).

Apos o preparo do inoculante (Topico 4.3) e dos tubos de ensaio, foi realizada a
inoculagdo em triplicata das sementes pré-germinadas de feijao-caupi e feijdo comum, sendo
50 puL de inéculo por semente logo apoés o transplante das mesmas para os tubos de ensaio
(Figura 3 B). Os tubos contendo as sementes pré-germinadas ja inoculadas (107 UFC mL™)
foram identificados e alocados em camara de cultura de tecido com temperatura de 24 °C
(Figura 3 C). A nutricdo e reposicao de agua nas plantas ocorreram conforme a necessidade
intercalando entre 4gua destilada autoclavada e solucao nutritiva de Norris isenta de nitrogénio.

Ap6s 30 dias da inoculagdo, as plantas foram avaliadas quanto a presenc¢a de nddulos
radiculares. Os nddulos foram destacados da raiz e contados. Posteriormente, os resultados
foram plotados em planilhas, a média do niumero de nddulos entre as replicatas foi calculada e
por fim comparadas estatisticamente. As bactérias que induziram maior nimero de nédulos nas

espécies de feijao foram selecionadas para os testes posteriores.
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Figura 3- (A) Esquema da montagem dos tubos de cultivo de feijdo comum e feijdo-caupi em cdmara de cultura
de tecido. (B) Inoculac@o das sementes nos tubos de ensaio. (C) Cultivo de feijdo em camara de cultura
de tecido.
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Fonte: a autora.

4.5 IDENTIFICACAO TAXONOMICA
4.5.1 PCR e Amplificacdo do Gene 16S rRNA
As estirpes bacterianas isoladas foram crescidas em meio YM liquido sob agitacdo a

120 rpm com temperatura de 28°C até atingirem a fase exponencial (D.O.600=0,7-0,8). Para

aplicacdo da técnica de PCR e amplificagdo do gene 16S rRNA, o DNA bacteriano foi extraido
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com o GenElute Bacterial Genomic DNA Kits (Merck), seguindo as instru¢des do fabricante.
A integridade e concentragdo do DNA total foi verificada mediante eletroforese em gel de
agarose 1%. As amostras foram sequencialmente submetidas a técnica de PCR, utilizando os
pares de  primers 27F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1492R
(5’GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991).

Para amplificacdo, foram adicionadas a uma reagdo de 20 pL, 2 pL. de tampao de PCR
10x, 0,8 uL de MgCl, (50 mM), 0,4 uL de dNTP (10 mM), 0,6 uL de cada iniciador (10
pmol/uL), 1 uL de DNA na concentragdo de 10 pmol/ pL e 0,33 uL da enzima Taq DNA
polimerase (6 U/uL), por fim, foi completado o volume para 20 uL. com agua ultrapura estéril.
O programa de amplificacdo foi configurado para realizar 1 ciclo de desnaturacdo (95°C por 2
minutos), seguido por 25 ciclos ininterruptos (94°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos,
72°C por 1 minuto e meio) e um ciclo final de extensao (72°C por 10 minutos), seguido por
resfriamento (4°C). Na sequéncia os produtos foram tratados com 5,2 U e 0,77 U de
Exonuclease/SAP (shrimp alcaline phosphatase — Fermentas), respectivamente, e incubados a
37°C por 1:30 hora, seguindo com a inativacao das enzimas a 80°C por 30 minutos. As reagdes
de PCR foram realizadas em triplicata técnica. A avaliagdo do resultado da PCR, ocorreu por
eletroforese em gel de Agarose (Sambrook; Fritsch; Maniatis, 1989), composto por gel de

agarose 1,8% com tampao TBE 1X.

4.5.2 Sequenciamento Parcial do Gene 16S rRNA e Analise das Sequéncias

Para o sequenciamento do gene 16S amplificado, foi utilizado o iniciador 27F ou 1492R
e o reagente BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (AppliedBiosystems) em um
sequenciador de DNA ABI 3500 (AppliedBiosystems).

As sequéncias obtidas foram analisadas com o programa Geneious v.7.1 (Biomatters) e
as sequéncias consenso geradas pelo alinhamento dos produtos de sequenciamento obtidos com
os iniciadores 27F e 1492R foram utilizadas para busca no banco de dados da ferramenta BlastN
no “rRNA/ITS” do NCBI (2025). O modelo de substituicdo de nucleotideo para analise

filogenética foi determinado no programa Mega versao 12 (Tamura et al., 2011).
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4.6 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL
DOS ISOLADOS BACTERIANOS SELECIONADOS

4.6.1 Produgio de Acido Indol-3-acético (AIA)

Para quantificagao da produgdo de acido indol-3-acético (AIA), as bactérias foram
cultivadas em meio YM acrescido de triptofano (100 pg.mL™") e a avaliacdo de compostos
indolicos no sobrenadante sera avaliada pelo método de Salkowski (Gordon; Weber, 1951).

Sendo assim, uma coldnia isolada cultivada em meio YMA soélido foi transferida para
10 mL de meio YM, agitado a 120 rpm, 28°C até atingir fase exponencial (D.0O.¢00=0,7-1,0)
para producdo de um pré-indculo bacteriano. Preparado e crescido o pré-inoculo, 100
microlitros deste foram adicionados em 10 ml do meio YM liquido contendo 100 pg/mL de L-
Triptofano em triplicata. As bactérias foram cultivadas a 28°C sob agitagdo de 120 rpm por 96
horas. Completo o periodo, foi avaliada a producdo de auxina no meio de cultura.

Uma aliquota de 500 uL foi coletada e transferida para microtubos novos e estéreis, que
foram submetidos a centrifugacao por 12.000 rpm por 10 minutos, para obter o sobrenadante
da cultura. Posteriormente, para quantificacdo do composto indélico, 300 pL. do sobrenadante
foram transferidos para outro microtubo, e a ele adicionado 1,2 mL de reagente de Salkowski,
seguido de agitacdo em vortex e incubacdo em temperatura ambiente por 30 minutos na
auséncia de luz. Uma aliquota de 1mL foi lida no espectrofotdometro em 530 nm. Para
determinar a concentracdo de auxina produzida no sobrenadante, foi construida uma curva
padrdo utilizando 4cido indol-3-acético sintético (Sigma-Aldrich) de 0 a 100 ug de AIA, da qual

se obteve a equacdo de regressdo para estimar os valores sintetizados pelos isolados bacterianos.

4.6.2 Solubilizagao de Fosfato

4.6.2.1 Solubilizagao de fosfato em meio sélido

As bactérias foram inoculadas em meio liquido YM, foram avaliadas no
espectrofotometro em 600 nm até que se obtivessem D.0.=0,7 a 1,0. Quando atingiu-se os
valores adequados de densidade otica, aliquotas de 10 puL foram transferidas para placas de
Petri contendo o meio s6lido NBRIP (Tabela 3) (Nautiyal, 1999) acrescido de Ca3(POs4)> como

fonte de fosfato em trés pontos equidistantes da placa, com duas repetigdes.

Tabela 3- Relagdo de reagentes do meio NBRIP.
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Tabela 3- Relacdo de reagentes do meio NBRIP.

Componentes Quantidade em g/L*

Glicose 10
Cloreto de Magnésio (MgCl,.6H,O) 5

Sulfato de Magnésio (MgSO4.7H>0) 0,25
Cloreto de potassio (KCI) 0,2
Sulfato De Amonio ((NH4)2SO4) 0,1
Fosfato de calcio (Ca3(PO4)2) 5

Agar** 17

Fonte: a autora.
Nota: * Agua destilada; **Somente para preparo do meio solido; *** Ajustar o pH do meio para 6,8 com KOH
(10%) ou solugdo H2S04 (5%) antes da adicdo de Caz(POs)s.

Apos a inoculagdo, as placas de Petri foram mantidas em estufa com temperatura de
28°C por 21 dias. As avaliagdes ocorreram nos dias 3, 7, 15 e 21 dias de incubacdo. Para tanto,
avaliou-se a capacidade de solubilizacdo de fosfato pelo indice de solubilizagdo (IS), o qual

consiste na razdo entre o diametro do halo e o didmetro das colonias.

4.6.2.2 Solubilizacdo de fosfato em meio liquido

A quantificacao de solubilizacao de fosfato pelas estirpes bacterianas foi realizada pelo
método do fosfomolibdato (Marra ef al., 2012), no qual utiliza meio de cultivo liquido NBRIP
acrescido de Cas(POa4). como unica fonte de P. Foram inoculados 0,2 mL do pré-indculo em 20
mL de meio NBRIP (Tabela 3) (Nautiyal, 1999) liquido acrescido da fonte de fosfato de calcio
(Caz(POs4)2) e incubados a 28°C sob agitagao orbital de 120 rpm por 96 horas. Na sequéncia,
as amostras foram centrifugadas (1680g/10 minutos) e filtradas (papel Whatman n° 42).

Aliquotas de 0,5 mL do filtrado em triplicata foram misturadas com 1 mL de solucdo
mix composto por 125 mL de 4cido sulfurico (12%), 75 mL de acido ascérbico (0,099 mol/L),
37,5 mL de molibdato de amonio (0,03 mol/L) e 12,5 mL de tartarato de antimdnio-potassio
(4,1071 x 10-3 mol/L) e 5 mL de agua ultrapura. Apds 20 minutos, a intensidade da cor azul
foi avaliada em espectrofotometro (D.O.s30) € a quantidade de fosfato solubilizado calculada
utilizando uma curva padrao, preparada com fosfato de potdssio monobasico (KH2PO4), em

oito concentragdes (1,2 a 14 mg/L).
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4.7 AVALIACAO DOS ISOLADOS INOCULADOS EM FEIJAO

4.7.1 Capacidade de Promover o Crescimento Vegetal em Casa de Vegetacao

O ensaio para avaliacdo de promogdo de crescimento e nodulacdo dos isolados foi
realizado a partir da inoculacdo nas espécies feijado-caupi e feijdo comum, conduzido na casa
de vegetacao da UEPG em periodos e avaliagdes distintas. Os experimentos foram conduzidos
em vasos de pléastico com capacidade de 3 litros, em delineamento aleatorizado em blocos, com
cinco repeticdes. Os tratamentos compreenderam os isolados previamente selecionados a partir
dos resultados obtidos nas demais andlises, sendo para o feijado comum: bactérias dos codigos
P7NS, P12N7, P15N4, P27N6, além dos tratamentos controle positivo Rhizobium tropici PRF
81 (SEMIA 4080), controle isento de inoculacao e tratamento com adi¢do de nitroénio na forma
de uréia; e para o feijado-caupi: bactérias dos codigos PANS, P6ON10, P15N4 e P27N4, controle
positivo Bradyrhizobium pachyrhizi BR 3262, bem como, controle sem inoculagdo e tratamento
com nitrogénio na forma de uréia.

Os vasos foram preenchidos com uma mistura de areia e solo (1:1) coletado do horizonte
superficial. Mais informagoes e caracteristicas quimicas do solo e substrato (solo + areia) estao
disponiveis na Tabela 4. Para a corre¢do da acidez do solo foram adicionados 176 kg/ha de
calcario (PRNT= 75,2%), visando a elevagdo da saturagcdo por bases para 70%. A fertilizacao
foi procedida no momento da semeadura, pela aplicacao de 0,63 g superfosfato simples (SSP)
e 0,13 g de cloreto de potéssio por vaso destinados ao cultivo de feijdo comum, correspondendo
a210,5 e 41,7 kg. ha! de P,Os e K>O, respectivamente. Para o feijdo caupi foi aplicado 0,31 g
superfosfato simples (SSP) e 0,15 g de cloreto de potassio por vaso, correspondendo a 105,3 e

50 kg. ha! de P,Os e K2O.

Tabela 4- Andlise quimica do solo e substrato (solo+areia) apds correcdo da calagem do experimento em casa de

vegetacao.
P
+
stra pH H+Al Al Ca Mg K SB CTC Mehiich Cc MO V.  mAl
(CaCly) mmolc/dm’ mg/dm? g/dm? %
Solo 6,221 30,29 0 354 302 982 754 106 24,6 30,7 52,8 714 0

Solo +arela 5,68 8733 0 22,1 15,1 332 405 128 19,7 11,6 20,1 31,7 O
Fonte: a autora.
Nota: SB= Soma de bases; V= Saturac¢do de bases; m Al= Saturagdo de Aluminio.

As sementes de feijdo-caupi cultivar BRS tumucumaque passaram pelo processo de

desinfestagdo e pré-germinagdao em agar-agua, devido ao seu baixo indice de germinagao,
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posteriormente quatro sementes pré-germinadas foram transplantadas para os vasos. As
sementes de feijdo comum cultivar BRS FC310 foram semeadas diretamente no solo, sendo
quatro sementes por vaso sem o processo de desinfestacdo. A inoculacdo ocorreu no sulco de
transplantio para as sementes pré-germinadas do feijdo-caupi e no sulco de semeadura para o
feijdo comum, onde foi adicionado 1,0 mL de indculo (topico 4.3) padronizado em
107 UFC mL™"! ao solo em cada uma das sementes. O desbaste ocorreu 10 dias apos a semeadura,
deixando ao final uma semente de feijao-caupi e duas sementes de feijado comum em cada vaso.
A irrigacdo ocorreu diariamente, mantendo a umidade do solo entre 70 e 75% da capacidade de
campo Nnos copos.

Completos 40 dias apos a inoculagdo, cinco plantas de feijao-caupi e 10 de feijao
comum foram avaliadas quanto: a altura (H), comprimento e volume radicular, massa fresca da
parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR); massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR);
nimero de nddulos e massa seca dos nédulos (MSN). Para tal, as plantas foram destacadas dos
vasos, expondo o sistema radicular e possibilitando as avaliagdes das plantas. As raizes foram
lavadas em agua corrente para avaliagdao dos parametros de nodulacao e destinadas a estufa de

secagem com circulacao e renovacao de ar, onde foram mantidas por 48 horas a 60 °C.

4.7.2 Capacidade de Tolerar e Degradar Petroleo em Casa de Vegetacao

Para avaliar a capacidade de tolerar petroleo e promover crescimento vegetal das
estirpes selecionadas, os isolados foram inoculados em feijao-caupi e comum em solo
contaminado por petrdleo, em casa de vegetagdo da UEPG. Os experimentos foram conduzidos
em cinco blocos aleatorizados em esquema fatorial 1x2x6 (1- cultivar de feijdo; 2- solo com e
sem petroleo; 6- cinco estirpes bacterianas inoculadas e um tratamento controle sem
inoculacdo). Os tratamentos inoculados no feijdo-comum compreenderam as bactérias dos
codigos P7NS, P12N7, P15N4, P27N6 e controle positivo Rhizobium tropici PRF 81 (SEMIA
4080) e no feijao caupi as estirpes dos codigos PANS, P6N10, P15N4 e P27N4, tendo como
controle positivo Bradyrhizobium pachyrhizi BR 3262, além dos controles sem inoculagao em
ambas as espécies.

As plantas foram cultivadas em copos de vidro com capacidade de 190 mL, que foram
preenchidos com 150 g de solo de horizonte superficial, caracteristicas quimicas disponiveis na
Tabela 4. Para a corre¢do da acidez do solo foram adicionados 176 kg/ha de calcario (PRNT=

75,2%), visando a elevagdo da saturagdo por bases para 70%.
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No solo foram adicionados e misturados 0,3% (v/m) de petroleo Sigma-Aldrich
(aproximadamente 0,5 mL em cada copo). Os copos de vidro preenchidos com solo e petrdleo
foram acondicionados em casa de vegetagdo e irrigados, mantendo a umidade do solo entre 70
e 75% da capacidade de campo nos copos. Estes permaneceram na casa de vegetacdao por 25
dias sem cultivo, para volatilizacdo de compostos e adaptacdo microbiana (Ismail et al., 2024).
O solo recebeu a primeira inoculagdo sete dias apds a adi¢do do petrdleo, para tanto, o
inoculante foi padronizado em 10’ UFC mL"!

Apos 15 dias, duas sementes de feijao comum cultivar BRS FC310 e feijao-caupi
cultivar BRS tumucumaque previamente desinfestadas (Figueiredo et al., 2008) foram
semeadas nos copos de vidro. Cada semente recebeu 1 mL de inoculante padronizado em
10’ UFC mL". A irrigagdo das plantas ocorreu com alternancia de dias, mantendo a umidade
do solo entre 70 e 75% da capacidade de campo nos copos. A nutricdo foi procedida com
aplicacdo de solucdo nutritiva de Norris isenta de nitrogénio (Yates et al., 2016) semanalmente,
iniciando aos sete dias ap0Os a germinacdo. Aos 4 dias apds a germinagao foi realizado o desbaste
deixando uma planta por copo.

As plantas foram mantidas até completos 30 dias apds semeadura, retiradas do solo e
avaliadas quanto ao comprimento da parte aérea, comprimento e volume radicular, massa fresca
da parte aé¢rea (MFPA) e da raiz (MFR); massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR);

nimero de nédulos e massa seca dos nodulos (MSN).

4.7.2.1 Determinagdo da degradacao dos TPH no solo pela técnica de Cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

Para a analise dos TPH, amostras de solo foram coletadas em cada replicata dos
tratamentos. A coleta foi realizada sem o uso de acessorios, uma vez que o solo estava contido
em copos de vidro, sendo transferido diretamente para sacos plastico sem contato adicional. As
amostras das replicatas foram homogeneizadas e combinadas em proporgdes iguais para formar
uma amostra composta de 150 g para cada tratamento. Apds a coleta, foram refrigeradas em
temperatura 0-5°C e posteriormente transportadas sob as mesmas condi¢des para o Laboratério
Central do Instituto SENAI de Tecnologia em Meio Ambiente e Quimica, onde foram
analisadas por cromatografia gasosa utilizando o método PCR 008, rev. 02, um procedimento

interno do instituto.
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Para a analise da degradacdo de hidrocarbonetos totais de petrdleo (TPH), os valores
obtidos por GC-MS foram utilizados para calcular a eficiéncia de biorremediacao de acordo

com Ismail et al. (2024). A taxa de biodegradagdo (%) foi determinada pela féormula:

eso do 6leo (controle) — peso do 6leo (degr adado
% bio degr adagdo = <p ( ) — P (deg )> -100

peso do bleo (controle)
4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais obtidos em casa de vegetacao foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e comparacdo de médias pelos testes de Duncan (p= 0,05) para
comparagdo entre os tratamentos, usando linguagem R (Versdo Windows 4.3.3), e pacote
estatisticos ExpDes.pt (Ferreira; Cavalcanti; Nogueira, 2013). Para os resultados que nao
apresentaram normalidade, ou seja, nos resultados de nodulagao em camara de cultivo e para
os testes bioquimicos de capacidade de promocao de crescimento pela sintese de AIA e

solubilizacdo de fosfato foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (Kruskal; Wallis, 1952).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DE BACTERIAS ISOLADAS DE FABACEA PRESENTES EM
AREA DE DERRAMAMENTO DE PETROLEO

Bactérias isoladas de nodulos das espécies Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli
presentes na Refinaria Presidente Getulio Vargas- REPAR, cidade de Araucaria- PR por Aratjo
(2021), foram recuperadas do banco do LABMOM/UEPG. Das 78 bactérias originalmente
isoladas, apenas 36 (equivalente a 46,15%) bactérias se apresentaram vidveis e sem presenga
de contaminantes (Tabela 5) quando cultivados em meio YM, apds aproximadamente 24 meses

em estoque.

5.1.2 Capacidade de Alterar o pH do Meio de Cultura e Coloracao

As bactérias recuperadas do estoque microbiologico que se apresentaram vidveis e puras
foram testadas quanto a capacidade de alterar o pH do meio de cultura no qual sdo cultivadas.
Das bactérias avaliadas 15 (41,67%) promoveram a alteracdo do meio para condi¢ao alcalina
mudando a coloragdo para azul, outras 16 (44,44%) alteraram para a coloragdo amarela
indicando se tratar de bactérias acidas e apenas 5 (13,89%) para condi¢do neutra, onde nao
houve a mudanga de coloragao inicial do meio (Tabela 5). De fato, algumas bactérias sao
capazes de alterar o pH do meio ou do solo através da producao de metabolitos secundarios,
desencadeando reacdes que acidificam e alcalinizam seus arredores, ajustando seu meio
circundante para quase neutralidade como uma forma de sobreviver e se adaptar as condigdes
adversas de pH no solo (Ratzk; Gore, 2018; Msimbira; Smith, 2020; Wang et al., 2024).

O pH ¢ um fator determinante no crescimento, diversidade de espécies e composicao da
comunidade bacteriana do solo (Zhalnina et al., 2015; Zhang et al., 2017; Wan et al., 2020),
especialmente quando se trata de ambientes contaminados. Sabendo disso, a avaliagdo das
condigdes fisiologicas dos isolados em relagdo a capacidade das reacdes acidas e alcalina foi
realizada a fim de compreender e associar a capacidade de crescimento, adaptagdo e resisténcia
desses microrganismos em varias faixas de pH no solo, bem como, suas interagdes com as
plantas, solubilizacao de fosfato (Marra et al., 2015) e a relagcdo com a tolerancia e degradacao
de petroleo em ambientes contaminados, visto que nessas condigdes o pH tem um impacto

significativo na dindmica das comunidades de micrébios (Naz et al., 2022).
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Os rizobios capazes de induzir a alcalinidade do meio sdo dominantes em solos acidos,
enquanto aqueles que produzem acidos dominam os solos alcalinos, um recurso adaptativo para
equilibrar o ambiente externo com suas células (Nakei; Venkataramana; Ndakidemi, 2022). As
contaminagdes por petroleo induzem a alteracdo de parametros fisicos e quimicos do solo,
tendendo a elevagdo significativa do pH (WANG et al., 2013). No entanto, no presente estudo
ndo houve grandes diferencas no numero de isolados acidificantes comparada aos
alcalinizantes, em vista das tendéncias alcalinas do solo contaminado por petréleo no qual
estavam submetidos, ndo foi possivel identificar uma relagdo entre as caracteristicas dos
isolados em alterar o seu meio com as condi¢des nas quais possivelmente se desenvolviam.

A coloragdo de gram dos isolados foi realizada para a identificagdo e classificagdo
prévia das estirpes testadas, necessaria para a triagem dos isolados e posteriormente para a
escolha da metodologia de extragdo de DNA dos isolados pelo GenElute Bacterial Genomic
DNA Kits, que apresenta diferencas entre bactérias gram-positivas e gram-negativas. A
coloragao de gram revelou que 30 (83,33%) dos isolados testados sdo Gram-negativos e apenas
6 (16,66%) sdo bactérias Gram-positivas (Tabela 5). Embora ndo existam um niimero grande
de trabalhos que tragam uma comparacdao clara entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas quanto a tolerancia, degradagao e mecanismos adaptativos de cada um desses grupos,
Lazaroaie (2010) relata que bactérias Gram-negativas foram mais tolerantes a mistura de
hidrocarbonetos do que as bactérias Gram-positivas, possivelmente devido a presencga de uma

membrana externa altamente impermeavel desse grupo de bactérias.

5.1.3 Capacidade de Tolerancia e Degradagao de Hidrocarbonetos do Petréleo

Os resultados da capacidade de crescimento dos isolados bacterianos em meios de
cultura acrescido de diferentes concentracdes de petroleo foi avaliada e representada na Tabela
5. Observou-se que entre as condi¢des testadas, o meio YM acrescido de 1% de petrdleo
apresentou ser a melhor fonte de crescimento para os microrganismos. Nessa condi¢do, todos
0s 36 isolados testados apresentaram crescimento. O meio YM ¢ considerado rico em fontes de
nutrientes, possui em sua composicao extrato de levedura, que ¢ fonte de carboidratos, proteinas
e vitaminas, além do manitol, fonte de carbono que garante melhor crescimento as bactérias
(Vincent, 1970; Tao et al., 2022; Yu et al., 2023; Xiao et al., 2024). Isso pode explicar o
crescimento de todos os isolados testados nessa condicdo e a tolerancia ao petréleo.

No meio de cultura BH com 1% de petroleo, 32 isolados apresentaram crescimento. Os

4 isolados que apresentaram crescimento apenas em meio YM, se mostraram apenas tolerantes
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ao petréleo. Conforme aumentou-se a concentragdo do petréleo no meio houve a diminuigao
do crescimento dos isolados. Sendo assim, no meio BH com 2% de petrdleo apenas 16 isolados
mostraram-se capazes de crescer € no mesmo meio com 5% de petrdleo, oito isolados. Das
bactérias testadas, as estirpes PON3, P7N1, P7N4, P12NS§, P15N1, P15N3 e P15N4 foram
destaque por sua tolerancia as concentracdes crescentes de petroleo e crescimento em todos os
meios de cultura e condig¢oes.

A presenga de diferentes grupos de isolados nos meios testados evidencia que ha
variagdo na capacidade de tolerancia ao petroleo, possivelmente associada a caracteristicas
metabdlicas especificas de cada bactéria. Esses resultados indicam que a capacidade de
crescimento dos isolados bacterianos ¢ influenciada pela concentragdo de petréleo no meio de
cultura. Além disso, no meio BH, o carbono ¢ um fator limitante para o crescimento dos
microrganismo, sendo o petroleo a Unica fonte de carbono disponibilizada as bactérias. Esse
meio ¢ comumente utilizado em experimentos para avaliagdo de tolerancia e degradacdo, por
possibilitar que o carbono consumido para o crescimento seja proveniente da fonte de
contaminagao a ser estudada (Haleyur et al., 2018; Ra; Zhao; Zheng et al., 2019; Araujo et al.,
2020; Filipowicz; Cieslinski, 2020). Sendo assim, quando as estirpes apresentam crescimento
nessas condigdes supde-se que as mesmas utilizam os hidrocarbonetos de petroleo como fonte
de carbono e energia para o seu metabolismo ajudando a aumentar sua taxa de sobrevivéncia e
crescimento, 0 que por sua vez torna o processo de biorremediacdo mais eficaz e
autossustentavel (Omenna et al., 2023).

A presenca de isolados em meios com concentragdes mais elevadas de petréleo pode
indicar um potencial biotecnoldgico para aplicagdes em biorremediacdo de areas contaminadas.
Os resultados reforcam a importdncia de selecionar isolados com maior potencial de
crescimento e tolerancia aos compostos toxicos do petréleo em ambientes contaminados,

especialmente para aplicagdes em biorremediagao.
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Tabela 5- Identificagdo e caracteristicas dos isolados de Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli L. coletados na
propriedade da Refinaria Presidente Gettlio Vargas- REPAR, recuperados do estoque microbiologico
do LABMOM/UEPG.

Ponto de coleta

Codigodo  pH do meio de Meio [% de

isolado cultura Gram petroleo]* conc. de g:tsrglls;) (mg/Kg  Isolamento**
P4N2 B - BH [1%]
P4AN5 B - BH [2%] fg%tzé(/) M.oblonga
P4NS B + BH [5%)]
P6N2 B - BH [1%]
P6N3 N + BH [5%]
P6N4 B - BH [1%] Ponto 6/ M. oblonga
P6N5 B BH [2%] 2.696,66
P6N8 A BH [2%]
P6N10 B - BH [1%]
P7N1 B - BH [5%)]
P7N2 B - BH [1%]
P7N3 A + BH [1%] 5 '05?;’97(/) M. oblonga
P7N4 N - BH [5%]
P7N5 A + BH [2%]
P12N1 B - BH [2%]
P12N2 B - BH [2%]
P12N3 A - BH [1%] P ‘6)22‘:9152/ M. oblonga
P12N7 B - BH [1%]
P12N8 A - BH [5%]
P15N1 B - BH [5%]
P15N2 B - BH [1%]
P15N3 B ; BH [5%] ng‘g‘fol(f/ M. oblonga
P15N4 A - BH [5%]
P15N5 N - BH [1%]
P17N1 A - YM [1%]
P17N3 A - YM [1%] Ponto 17/ E. crista-galli
P17N4 N - YM [1%] 761,59 L.
P17N5 A - YM [1%]
P25N5 A - BH [1%)] Ponto 25/ M. oblonga
1.352,86
P27N3 A - BH [1%]
P27N4 N - BH [1%]
P27N5 A - BH [2%]
P27N6 A - BH [1%]  Ponto 27/ 1.284,02 M. oblonga
P27N8 A - BH [2%]
P27N9 A - BH [1%]
P27N10 A - BH [1%]

Fonte: a autora.
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Nota: Isolados destacados com a cor azul indicam nodulagdo somente em Phaseolus vulgaris; Isolados destacados
com a cor amarelo indicam nodulagdo somente em Vigna unguiculata; Isolados destacados com a cor verde
indicam nodulag¢do em Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata; Isolados sem destaque ndo apresentaram
nddulacio nas espécies; A: acido; B: basico; N: neutro; “+” gram-positivo; “-“ gram-negativo. *Condi¢do
mais extrema de crescimento. ** Plantas de cujos nodulos foi feito o Isolamento.

5.2 POTENCIAL DE NODULACAO EM FEIJAO COMUM E FEIJAO-CAUPI NA
AUSENCIA DE PETROLEO E EM CONDICOES CONTROLADAS

Com o objetivo de selecionar e analisar a capacidade de interagdo simbidtica dos
isolados, estes foram inoculados nas espécies Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris. Dos 36
isolados inoculados, 29 foram responsivos em pelo menos uma das espécies de feijao (Figura
3). Destes, 19 (52,8%) foram capazes de nodular ambos os feijoes, mostrando-se eficazes e
pouco especificos na interagdo com as diferentes espécies (Figura 4).

Estirpes especificas para cada feijao testado foram menos frequentes no estudo. Destas,
apenas a estirpe P27N4 nodulou somente em V. unguiculata e as estirpes PANS, POM2, P6N3,
P6NS, P6NS, P7NS e P12N1 nodularam apenas em P. vulgaris. Observou-se ainda, que nove
estirpes ndo promoveram a formacao de nédulos em nenhuma das espécies testadas, sdo elas
P12N3, P15N1, P17N3, P17N4,, P25NS5, P27N5, P27N8, P27N9 e P27N10, sugerindo
diferencas na compatibilidade simbidtica e alta especificidade das estirpes para interagdo e
inoculagdo em plantas diferentes das que foram isoladas. As demais estirpes nudularam em

ambas as espécies.

Figura 4- Formacdo e nimero de nédulos nas espécies Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata inoculadas com
estirpes bacterianas isoladas de nodulos das espécies Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli na area
contaminada por petréleo da REPAR.
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Fonte: a autora.
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Por se tratar de isolados provenientes de outras espécies vegetais, diferentes das testadas
no presente estudo, o grande niimero de isolados compativeis com ambas as espécies de feijao
¢ de grande interesse, devido a sua ampla interacao com leguminosas, destacando seu potencial
como inoculantes generalistas. Sendo assim, nessa condi¢do o reconhecimento entre planta e
bactéria se mostrou pouco especifico. Essa caracteristica ocorre provavelmente devido a um
elevado polimorfismo no gene nod (Cangioli ef al., 2022). Essa especificidade simbiotica ¢é
resultante da troca de sinais da planta hospedeira e da bactéria, ativacao da expressdao de um
grupo de genes de nodulagdo bacteriana (nod) levando a sintese do fator Nod (Lyu et al., 2022).
Essa indugdo da expressdao do gene nod ¢ mediada pelas proteinas NodD, que sdo adaptadas
para reconhecer diferentes flavondides secretados por diferentes leguminosas, e essa
especificidade de reconhecimento define um ponto de verificagdo da simbiose e
consequentemente a formagao dos ndédulos (Wang; Liu; Zhu, 2018) (Figura 5). Sendo assim,
quando ndo ha esse reconhecimento, ndo ha simbiose entre planta e bactéria, assim como

observado entre algumas estirpes e as espécies de feijao.

Figura 5- Formagao de nédulos radiculares em (A) Phaseolus vulgaris inoculado com a estirpe P27N6 e (B) Vigna
unguiculata inoculado com a estirpe P27N4.

A

Fonte: a autora.

A andlise isolada do comportamento das diferentes estirpes inoculadas nas espécies P.
vulgaris e V. unguiculata, com relacdo ao numero de nodulos formados, foi avaliada. A
inoculacdo das 36 estirpes revelou diferencas estatisticas significativas em ambas as espécies

vegetais, determinadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, que utiliza as médias dos
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ranks para comparagdes entre grupos. No entanto, na Tabela 6 as médias reais dos tratamentos
foram apresentadas para facilitar a interpretagao pratica dos resultados.

Na espécie P. vulgaris a andlise estatistica mostrou diferenca significativa entre os
tratamentos (H = 88,10; gl = 35; pp < 0,001), destacando os isolados P7N5 e P27N6 como os
mais eficientes, promovendo a formagao do maior nimero de ndédulos entre as estirpes, com a
média de 46,33 nddulos para ambos, nao se diferenciando estatisticamente entre eles. Seguido
pelos tratamentos P12N1 e P12N7, com a média de 25,67 nddulos. Além disso, todas as
bactérias que apresentaram melhores resultados de nodulagdo sdo isoladas de nodulos de M.
oblonga. Essa capacidade de isolados de Mimosa também formarem nddulos e fixar N> em P.
vulgaris ja ¢ relatado em trabalhos de isolamentos, que reforgam o grande potencial
biotecnoldgico das estirpes (Paulitsch et al., 2019; Tapia-Garcia et al., 2020).

A andlise das inoculagdes das estirpes bacterianas na espécie V. unguiculata também
revelou diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis (H = 69,94; gl
=35; pp <0,0004078). No feijao-caupi as estirpes que apresentaram maiores médias de nddulos
foram as estirpes PON10, P15N4 e P27N4, com 13; 11,67 e 10,33 respectivamente, nao
apresentando diferencas estatisticas entre os tratamentos (Tabela 6). Dos isolados inoculados
em V. unguiculata, 18 estirpes (50%) ndo apresentaram interagdes simbidticas com a espécie,
nimero maior comparado ao feijdo comum, que foi de 10 isolados (27,78%).

Apesar da espécie V. unguiculata apresentar maior nimero de isolados ndo nodulantes
comparado a espécie P. vulgaris, o feijdo-caupi € conhecido por sua capacidade de se associar
com uma gama diversificada de bactérias fixadoras de nitrogénio, sendo considerada uma
planta bastante promiscua e frequentemente usada em trabalhos de isolamento bacteriano
(Chidebe; Jaiswal; Dakora, 2018; Sena et al., 2020; Moura et al., 2025), o que ¢ confirmado no
presente estudo com a nodulagdo da metade das bactérias inoculadas. Assim como observado
em feijdo comum, os isolados promissores na formacao de nédulos em feijdo-caupi sdo também
isolados de M. oblonga. No trabalho publicado por Moura et al. (2016), bactérias de solos
provenientes de areas de mineragdo de carvao foram isoladas, utilizando feijao-caupi como
planta isca e posteriormente inoculadas em plantas arbdreas, incluindo espécies do género
Mimosa, que mostraram ser capazes de promover nodulagdo e fixar N de forma eficiente em
simbiose com as espécies testadas. Esse trabalho reforca a capacidade de bactérias interagirem
com diferentes espécies e principalmente da possibilidade de bactérias nodularem V.

unguiculata e Mimosa sp..
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Tabela 6- Numero de nodulos radiculares nas espécies Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata inoculadas com
36 estirpes bacterianas isoladas de nodulos das espécies Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli na
area contaminada por petréleo da REPAR.

Isolado bacteriano

Numero de nddulos

Feijao comum

Feijao-caupi

P4N2
P4NS
P4NS
P6N2
P6N3
P6N4
P6N5
P6NS
P6N10
P7N1
P7N2
P7N3
P7N4
P7NS
P12N1
P12N2
P12N3
P12N7
PI12N8
P15N1
P15N2
P15N3
P15N4
P15NS
P17N1
P17N3
P17N4
P17N5
P25NS5
P27N3
P27N4
P27N5
P27N6
P27N8
P27N9
P27N10

7,00 £ 6,08 cdefg
2,33 £ 0,58 ghi
5,33 £5,03 efgh

0,33 +£ 0,58 ij
10,67 £ 6,51 bedef
17,00 £+ 11,79 abed

1,00 = 1,00 hij

7,00 £ 3,61 cdefg

11,67 + 3,51 bede
2,67 + 1,53 fghi
3,33 £4,04 fghi
2,50 + 0,50 ghi

13,33 £ 5,13 abced

46,33 £4,93 a
25,67 +£4,73 ab
7,67 £ 7,51 defgh
0,00 + 0,00 j

25,67 £ 4,04 ab
4,5 £ 1,50 defgh

0,00 £ 0,00 j

7,67 £9,07 cdefg
7,33 + 12,70 ghij

8,50 £+ 7,50 cdefg
9,00 + 7,94 defg

7,67 £ 5,51 cdefg

0,00 + 0,00 j
0,00 + 0,00 j
6,00 + 2,00 cdefg
0,00 + 0,00 j
15,50 £ 2,50 abc
0,00 £ 0,00 j
0,00 + 0,00 j
46,33 £13,20 a
0,00 + 0,00 j
0,00 + 0,00 j
0,00 + 0,00 j

4,50 + 2,50 abc
9,00 £+ 15,59 bedef
0,00 + 0,00 f
0,00 + 0,00 f
0,00 + 0,00 f
6,33 + 6,03 abcde
0,00+ 0,00 f
0,00 + 0,00 f
13,00 £ 3,00 a
8,00 +4,00 a
11,33 + 19,63 bedef
6,50 £+ 6,50 abcde
8,00 £ 13,86 bedef
0,00 + 0,00 f
0,00 + 0,00 f
3,50 + 2,50 abced
0,00+ 0,00 f
2,33 + 4,04 cdef
5,67 +5,69 ab
0,00 + 0,00 f
0,00 + 0,00 f
1,33 £2,31 def
11,67 £9,07 a
1,33 £2,31 def
6,33 + 10,97 bedef
0,00 £ 0,00 f
0,00 + 0,00 f
0,00 + 0,00 f
0,00 + 0,00 f
1,33 +£2,31 def
10,33+4,93 a
0,00 + 0,00 f
0,33 + 0,58 ef
0,00 + 0,00 f
0,00 £ 0,00 f
0,00 + 0,00 f

Fonte: a autora.

Nota: Letras diferentes mostram valores significativamente diferentes, conforme avaliado pelo teste de Kruskal-
Wallis. Os valores representam as médias de trés plantas, juntamente com seu valor + DP (n = 3).
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Com base nos resultados da capacidade de alteragdo do pH do meio, coloragdo de gram,
tolerancia aos diferentes niveis de petroleo nos meios de cultura testados e a simbiose com as
espécies de feijao, foi possivel realizar a triagem das estirpes mais promissoras na degradagao
do petroleo e promogao do crescimento vegetal, para as etapas posteriores do trabalho. Para
tanto, foram selecionadas as estirpes PANS, P6N10, P27N4, P15N4, P7NS5, P12N7 e P27N6,
todas isoladas de nodulos da espécie M. oblonga na area da contaminada da REPAR. Destas,
as estirpes PANS, P6N10 e P27N4 e 15N4 foram selecionadas principalmente pela elevada
capacidade de induzir formagao de nédulos em feijao-caupi, além de incluir isolados capazes
de desencadear reagdes acidas e alcalinas, gram-positivos e negativos, e tolerantes até¢ 5% de
petroleo, como o isolado P15N4, que foi selecionado para os testes em ambas as espécies nos
experimentos em casa de vegetacao. Os isolados selecionados para o feijdo comum foram
P7NS, P12N7 e P27N6, que também se destacaram nas nodulagdes na espécie e se diferenciam

nas demais caracteristicas analisadas.

5.3 IDENTIFICACAO TAXONOMICA PELO SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE
16S rRNA

A partir do sequenciamento da regido do gene 16s rRNA os isolados foram identificados
a nivel de género. Os resultados do BLASTn estdo apresentados na Tabela 7. As bactérias
identificadas pertencem a dois filos principais, a Proteobacteria (=Pseudomonadota)

representado pelo género Paraburkholderia e Firmicutes representado pelo género Bacillus.

Tabela 7- Identificacdo dos isolados com base na comparacdo de sequéncia de 16 TRNA obtida com dados
depositadas no banco de dados GenBank (analise BLASTn).

Isolado bacteriano Resultado BlastN Identidade (%) Numero de acesso

P4NS5 Paraburkholderia sp. 99,3 MN244870.1
P6N10 Paraburkholderia sp. 97,4 MN244873.1

P7NS5 Bacillus sp. 99,9 PQ226718.1
P12N7 Paraburkholderia sp. 99,1 MN244873.1
P15N4 Paraburkholderia sp. 98,8 PQ180213.1
P27N4 Paraburkholderia sp. 100 MK960530.1
P27N6 Paraburkholderia sp. 98,7 PQ180213.1

Fonte: a autora.

Estudos de isolamento e identificagdo de bactérias noduladoras de Mimosa sp. destacam
o género Paraburkholderia e Bacillus como frequentes nas espécies (Dall’Agnol et al., 2017;

Abdullahi et al., 2020; Tapia-Garcia et al., 2020; Paulitsch e al., 2020) As espécies que
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compreendem o género Paraburkholderia auxiliam na fixa¢do bioldgica de nitrogénio e
contribuem para a satde do solo ao estabelecer interagdes simbioticas com plantas do género
Mimosa (Souza et al., 2020). O género Bacillus, por sua vez, ¢ associado a ambientes diversos,
incluindo solos contaminados, no qual muitas espécies possuem potencial para bioremediagao

de hidrocarbonetos (Elumalai ef al., 2019; Menna et al., 2021; Wu et al., 2023).

5.4 CAPACIDADE DE PRODUZIR AIA E SOLUBILIZAR FOSFATO

A analise de sintese de acido indol-3-acético (AIA) pelo método de Salkowski revelou
que apenas os isolados Bacillus sp. PTNS, Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia sp.
P27N4 e Paraburkholderia sp. P27N6 foram capazes de sintetizar o hormonio in vitro. Esse
resultado sugere que estas estirpes podem induzir alteragdes morfologicas nas plantas,
especialmente no sistema radicular, aumentando o comprimento da raiz e o numero de pelos
radiculares quando inoculadas, visto que esse hormdnio € o mais estudado entre as auxinas por
seus beneficios significativos no desenvolvimento radicular lateral e primario da plantas (Zhang
et al., 2022; Lobo et al., 2023). A analise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis revelou
diferencas significativas na capacidade de sintese de AIA entre as trés estirpes (H=19,77; gl =
6; pp=0,003). O teste de comparacdes multiplas agrupou as estirpes em diferentes grupos como
apresentado na Tabela 8, juntamente com as médias originais obtidas na sintese de AIA. Dentre
as bactérias positivas para o teste, a estirpe Paraburkholderia sp. P27N6 apresentou o melhor
resultado na capacidade de sintese do hormonio, seguido de Bacillus sp. P7NS,
Paraburkholderia sp. P27N4 e Paraburkholderia sp. P12N7 com a menor média entre as
bactérias testadas.

A capacidade de sintese de AIA pelos isolados provenientes de uma area contaminada
por hidrocarbonetos de petroleo ¢ de grande interesse nesse estudo. Isso se deve ao fato da
auxina aumentar a taxa de sobrevivéncia das bactérias frente a situagdes de estresse ambiental,
além de desempenhar um papel importante na quimiotaxia das bactérias, movimento utilizado
para que as bactérias alcancem as raizes das plantas (Lobo et al., 2022). O IAA pode proteger
as plantas da acao de muitos fatores de estresse que acompanham o estresse oxidativo, uma vez
que esse hormonio ¢ conhecido por ser capaz de ativar o sistema antioxidante da planta (Kuzina
etal.,2021).

Sabendo disso, 0 bom desempenho de Bacillus sp. PTNS, Paraburkholderia sp. P12N7
e Paraburkholderia sp. P27N6 na formagdao de noddulos radiculares, especialmente nas

condigdes toxicas do petrdleo, pode estar associado a capacidade de sintese de AIA das estirpes
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visto que esse garante maior sobrevivéncia e protecdo as bactérias. Além disso, o AIA ¢
importante em todas as fases do crescimento e desenvolvimento vegetal, atuando no aumento
e a divisao celular, na diferenciagdo dos tecidos, alongamento, tendo efeitos direto no
crescimento radicular das plantas (Alemneh et al. 2020; Jaiswal et al., 2021; Flores-Duarte et
al., 2022; Yu et al, 2022; Lobo et al., 2023). Isso também pode explicar o melhor
desenvolvimento radicular, nas variaveis CR e VR, em feijao comum e feijio-caupi inoculados
com as estirpes Paraburkholderia sp. P27N4 e Paraburkholderia sp. P27N6 produtoras de
AlA.

Na anélise de solubilizacdo de fosfato, nenhuma estirpe testada mostrou resultados de
formagdao de halos em meio NBRIP solido acrescido de fosfato de calcio (Caz(POs)).
Entretanto, quando avaliadas no mesmo meio de cultura e fonte de fosfato em condigao liquida,
as bactérias Bacillus sp. P7TN5 e Paraburkholderia sp. P27N6 mostraram-se eficientes na
solubilizacdo do fosfato fornecido (Tabela 8). Apesar de ambas mostrarem resultados positivos,
as avaliagles estatisticas revelaram diferencas significativas entre as estirpes pelo teste de
Kruskal-Wallis (H= 19,84; gl= 6; pp= 0,003), com destaque para a Bacillus sp. P7NS5, com
maior solubilizag¢do de fosfato de célcio (Ca3(POs)y).

Além disso, as estirpes que mostraram-se eficientes no consumo de fosfato,
desencadearam uma reagdo acidificante no meio de cultura, diferente das demais que tornaram-
o alcalino. O mesmo resultado foi obtido nos testes com o meio YM acrescido de azul de
bromotimol, confirmando a caracteristica acidificante dessas estirpes. A diminui¢dao do pH do
meio de cultura também ¢ relatado em experimentos de avaliacao de solubilizacdo de fosfato
por bactérias, com valores proximos dos obtidos no presente estudo (Collavino et al., 2010;
Khan et al., 2022). Essa alteracdo pode estar atrelada ao mecanismo utilizado pelas estirpes
para a dissolucao do fosforo. Dentre os varios mecanismos de solubilizagao de fosfato, a
acidificacdo do meio pela producao de acidos organicos e a liberagdo de protons € o principal
mecanismo envolvido na solubilizagdo de fosfato (Marra et al., 2015). A fermentacao,
respiragdo de compostos organicos de carbono ou a oxidagdo direta sdo as principais vias
metabolicas para a sintese de acidos organicos que resultam em acidificagao do meio, liberando
fosfatos de complexos pela substituigdo de protons por cations como Fe? e Al *3, oupela troca

de fosfato (PO4>") por anions 4cidos (Rawat et al., 2021).
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Tabela 8- Avalia¢do in vitro das atividades promotoras do crescimento vegetal dos isolados bacterianos dos
nddulos de Mimosa oblonga da area contaminada por petréleo na REPAR, testados quanto a capacidade
de produgdo de acido indol-3-acético (AIA) e solubilizagdao de fosfato em meio liquido NBRIP
acrescido de fosfato de célcio.

) Acido Indol-3-acético (AIA) Solubilizacdo de fosfato (P)
Isolado bacteriano
mg mL™! pH do meio mg L™
P4NS5 - 8,30 -
P6N10 - 8,33 -
P7N5 24,84 + 0,60 b 5,72 3,61+0,03a
P12N7 1,24+036d 8,02 -
P15N4 - 8,31 -
P27N4 23,10+ 1,06 ¢ 8,19 -
P27N6 149,26 £5,56 a 5,83 1,15+£0,07b

Fonte: a autora.
Nota: Letras diferentes nas colunas mostram valores significativamente diferentes, conforme avaliado pelo teste
de Kruskal-Wallis. Os valores representam as médias de trés repeti¢cdes + DP (n = 3).

Dos quatro isolados que apresentaram potencial promotor de crescimento vegetal, trés
foram identificados como Paraburkholderia. O género ¢ estudado e conhecido por suas
habilidades em produzir auxina e solubilizar fosfato (Dias et al., 2019; Vio et al., 2020; Bellés-
Sancho et al., 2023; Chhetri et al., 2023; Oh; Ra; Kim, 2024). Além disso, bactérias
Paraburkholderia spp. isoladas também de nddulos de Mimosa spp. sdo relatadas em trabalhos
como produtoras de AIA e solubilizadoras de fosfato, mostrando resultados promissores na
promogdo do crescimento e como biofertilizantes (Nascimento; Glick; Rossi, 2019; Souza et
al., 2020; Bonatelli et al., 2021; Megu; Paul; Deb, 2024; Nascimento ef al., 2024). Além do
género Paraburkholderia identificado no presente estudo como PCV, a bactéria P7N5
identificada como Bacillus sp. também apresentou resultados positivos com relagdo a
solubilizacdo de P e sintese de AIA, o que ¢ relatado em isolados de ndédulos de Mimosa spp.
(Abdullahi et al., 2020).

Levando em consideragdao os dois testes de promog¢do de crescimento realizados, as
estirpes P7N4 e P27N6 se sobressairam em relagdo as demais. Estas apresentaram dois
mecanismos promotores de crescimento das plantas. E relatado que bactérias que sintetizam
AIA, tendem a aumentar também a capacidade de solubilizar fosfato, sugerindo que a produgao
de AIA na zona radicular da planta pode ndo apenas melhorar o crescimento radicular na
interacao planta-microbio, mas também aumentam a solubilizagdo de P na zona radicular
(Alemneh et al., 2021). Esse resultado destaca o uso dessas estipes como promissoras na

promocao de crescimento de plantas.



57

5.5 AVALIACAO DOS ISOLADOS INOCULADOS EM FEIJAO

5.5.1 Capacidade de Promogao de Crescimento Vegetal na Auséncia de Petroleo em Casa de

Vegetacao

5.5.1.1 Feijao comum (P. vulgaris)

Na avaliacdo de promocgao de crescimento do feijdo comum em casa de vegetacdo, a
inoculacdo das estirpes selecionadas para a espécie vegetal (Bacillus sp. P7NS,
Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N6)
apresentaram diferengas estatisticas significativas na formagdo de nodulos entre as plantas
inoculadas e as plantas sem inoculagdo em relacdo ao tratamento sem inoculacdo com
nitrogénio, conforme apresentado na Tabela 9. O niimero de ndédulos, massa fresca (MFN) e
massa seca de nodulos (MSN) no tratamento com N foi estatisticamente inferior aos demais
tratamentos. Apesar dos tratamentos sem inoculagdo (controle) e sem inoculagio com N
mineral ndo tivessem recebido bactérias, houve formagao de nddulos nas plantas, possivelmente
colonizados por bactérias presentes no solo, que nao passou pelo processo de esterilizagdo, ou
provenientes da agua da irrigacdo, sementes ndo desinfestadas, e ainda, no manuseio de
materiais usados no decorrer do experimento (Goes et al., 2015).

O resultado inferior no nimero de nddulos no tratamento com N comparado ao sem
inoculagdo reforca o efeito inibitdrio da nodulagdo pela presenca de uma fonte de N disponivel
(Nanjareddy et al., 2014; Jiang et al., 2020). De fato, a presenga de N pode reduzir as infec¢des
das bactérias do solo nas raizes das plantas, o nimero e a massa dos nddulos, além de prejudicar
a eficiéncia na fixacao de N pelas bactérias (Zoffoli et al., 2021). Quando ha nitrogénio
proveniente da adubagdo prontamente disponivel, ¢ provavel que a planta use o N do solo
diretamente, em vez de investir na fixagdo simbiotica de nitrogénio, que demanda maior gasto
energético a planta (Li; Pan; Yao, 2019; Yeremko et al., 2025). Foi observada também diferenca
estatistica em MFN entre a estirpe Paraburkholderia sp. P27N6 em comparagao com os demais

tratamentos.
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Tabela 9- Efeito da inoculagdo das estirpes Bacillus sp. PTNS, Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia
sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N6 no nimero de nodulos, massa fresca de nédulos (MFN) e
massa seca de nddulos (MSN) de plantas da espécie Phaseolus vulgaris.

MFN MSN

Tratamento Numero de nédulos
..... mg -----

Sem inoc. 58,70 a 170 a 20a
Sem inoc. + N 6,20Db 0,00 b 0,00 b
R. tropici 55,56 a 200 a 30a
P7NS5 88,30 a 220 a 30a
P12N7 82,10 a 190 a 30a
P15N4 62,00 a 200 a 30a
P27N6 63,30 a 120 ab 20 a
P>F 0,00 0,03 0,03
CV (%) 47,71 64,09 62,33

Fonte: a autora.
Nota: Letras minusculas diferentes entre os tratamentos representam diferenca estatistica pelo teste de Duncan
(p<0,05). Os resultados apresentados representam médias de 10 réplicas bioldgicas.

Embora tenham apresentado diferencas significativas na formacao e massa dos nodulos,
nao houve diferencgas estatisticas significativas nos parametros aéreos da planta pelo teste de
Duncan (Tabela 10). Os parametros incluem massa fresca (MFPA), massa seca (MSPA) e
comprimento da parte aérea (CPA) das plantas. Também ndo houve, diferengas estatisticas das
estirpes em relagdo as plantas sem inoculagdo, as inoculadas com R. tropici, estirpe comercial
indicada para inoculacdo de feijdo comum e com o tratamento com nitrogénio fornecido em
uréia.

Assim como para os parametros aéreos, a inoculacdo das estirpes selecionadas nao
mostrou resposta estatisticamente significativa nos parametros radiculares em P. vulgaris
(Tabela 10). Os parametros avaliados foram massa fresca (MFR), massa seca (MSR),
comprimento (CR) e volume (VR) das raizes. Além de nao apresentarem diferencas entre as
estirpes nao apresentaram também diferengas entre os demais tratamentos sem inoculagdo e

com N mineral.
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Tabela 10- Efeito da inoculagdo das estirpes Bacillus sp. PTNS, Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia
sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N6 na massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte
aérea (MSPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da raiz (MSR), comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento da raiz (CR) e volume da raiz (VR) de plantas da espécie Phaseolus vulgaris.

MFPA MSPA MFR MSR CPA CR VR
Tratamento

------ g ------ -- cm -- cm
Sem inoc. 5,57 1,43 7,33 0,43 16,23 41,87 9,00
Sem inoc. + N 6,65 1,32 6,94 0,42 17,13 42,48 10,33
R. tropici 4,61 1,19 6,97 0,40 15,03 37,73 9,79
P7N5 5,81 1,36 8,80 0,48 15,76 39,12 9,94
P12N7 5,52 1,29 8,42 0,46 16,27 42,33 10,30
P15N4 6,21 1,49 9,36 0,51 16,39 42,38 9,78
P27N6 5,40 1,24 5,73 0,36 16,41 38,55 9,64
P>F 0,37 0,87 0,27 0,16 0,85 0,94 0,45
CV (%) 23,79 27,85 31,59 19,27 13,60 21,4 10,29

Fonte: a autora.
Nota: Os resultados apresentados representam médias de 10 réplicas bioldgicas.

5.5.1.2 Feijao-caupi (V. unguiculata)

A inoculacao das estirpes Paraburkholderia sp. PANS, Paraburkholderia sp. PON10,
Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N4 no feijdo-caupi em casa de
vegetacdo mostraram efeitos significativos nos parametros comprimento radicular (CR),
nimero de nodulos, massa fresca de nédulos (MFN) e massa seca de nédulos (MSN) no cultivo
de feijado-caupi. No CR as estirpes Paraburkholderia sp. PANS, PON10, PI5SN4, P27N4 ¢ a
bactéria B. pachyrizi ndo diferiram significativamente no crescimento radicular, bem como em
relagdo ao sem inoculagdo (Figura 6 A). Entretanto, todas essas condigdes apresentaram
incrementos radiculares significativamente maiores do que o tratamento com nitrogénio
mineral, que resultou no menor crescimento radicular entre os tratamentos.

Esse resultado sugere que a interagao entre bactérias, com seus diferentes mecanismos
promotores de crescimento, pode ser mais eficiente no desenvolvimento radicular das plantas
do que a suplementagdo mineral no solo. De fato, a suplementacdo com N mineral pode afetar
a taxa de crescimento e a arquitetura radicular (Kiba; Krapp, 2016). Uma maior concentra¢ao
de N proximo as raizes resulta em uma menor exploracdo do volume do solo em busca de
recursos nitrogenados (McCoy et al., 2018), como pode ser observado nos resultados do
presente estudo.

Nos tratamentos inoculados, o maior comprimento da raiz pode estar atrelado a
necessidade de exploracdo do solo em busca de fontes nitrogenadas, a qual nao foi

disponibilizada no momento do plantio com o objetivo das plantas priorizarem as interagdes
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com as bactérias. Quando ha déficit de nitrogénio no solo, as plantas apresentam maior
alongamento radicular, com crescimento lateral e axial das raizes na busca por recursos (Xiong
et al., 2021), especialmente nos primeiros dias do seu desenvolvimento quando ainda nao ha
interagdes do feijdo com as bactéria fixadoras de N. Esse alongamento radicular além de
aumentar a aquisicao de recursos, também proporciona melhores interacdes da planta com os
microrganismos do solo (Baudson ef al., 2023).

Com relagdo ao niamero de nddulos, conforme apresentado na figura 6 B, a estirpe
Paraburkholderia sp. P27TN4 e Paraburkholderia sp. P15N4 apresentaram as maiores médias
de nodulacdo, estatisticamente semelhante a B. pachyrhizi, mas significativamente superior ao
tratamento sem inoculagdo e ao tratamento com N, que apresentaram os menores valores. Esses
resultados indicam que algumas estirpes testadas foram tdo eficientes quanto B. pachyrhizi na
nodulac¢do do feijdo-caupi, estirpe indicada e usualmente utilizada para a inoculagdo na espécie
vegetal (Santos et al., 2024). A estirpe Paraburkholderia sp. PON10 resultou em um niimero
intermediario de nodulos, com resultado estatisticamente semelhantes as plantas sem
inoculagdo e as demais estirpes testadas. A estirpe Paraburkholderia sp. PANS, obteve a média
de nodulos mais baixa entre as estirpes inoculadas.

As plantas que apresentaram maior numero de nodulos foram aquelas que também
apresentaram maior comprimento radicular. Conforme Herms et al. (2022), raizes mais
desenvolvidas e maiores possuem uma 4rea superficial maior disponivel para colonizacio
bacteriana. Sabendo disso, € possivel que o maior numero de nodulos seja também relacionado
ao melhor desenvolvimento radicular das plantas.

Os resultados de MFN mostraram que as plantas inoculadas com as estirpes
Paraburkholderia sp. PON10, Paraburkholderia sp. PISN4 e Paraburkholderia sp. P27N4 e B.
pachyrhizi apresentaram valores significativamente superiores ao tratamento sem inoculagao e
ao tratamento com N (Figura 6 C). A estirpe PANS embora tenha apresentado média elevada
como os demais tratamentos inoculados, ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos sem
inoculacdo e sem inoculagdo com N. O tratamento sem inoculagdo, bem como, as plantas
suplementadas com N mineral apresentaram as menores médias de massa fresca de nodulos,
nao diferindo entre si. A significancia dos resultados revela que as estirpes testadas foram
eficazes na formacao de biomassa nodular, sendo comparaveis ao inoculante comercial.

A anélise estatistica dos resultados de MSN revelou que a estirpe Paraburkholderia sp.
P27N4 se destacou entre as médias obtidas (Figura 6 D). Ainda que apresentem resultados
estatisticamente semelhantes a Paraburkholderia sp. P27N4 que obteve a maior média, as

bactérias Paraburkholderia sp. P15N4 e B. pachyrhizi também nao diferiram estatisticamente
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das plantas inoculadas com as bactérias Paraburkholderia sp. PANS, Paraburkholderia sp.
P6N10, bem como as plantas sem inoculagao e sem inoculagao suplementadas com N mineral.
As bactérias Paraburkholderia sp. estirpes PANS e P6N10 tiveram valores estatisticamente
semelhantes ao tratamento sem inoculagdo ¢ ao tratamento com N. Esses resultados indicam
que a estirpe Paraburkholderia sp. P27N4 teve um desempenho superior na promog¢do da
biomassa nodular. A massa dos nédulos ¢ um parametro importante nas avaliagdes com
bactérias fixadoras de nitrogénio, visto que nddulos com maior massa demonstraram ter uma
propor¢ao maior de tecido fixador de nitrogénio em relagdo ao volume total do ndédulo do que
nddulos menores, isso consequentemente fornece nitrogénio de forma mais eficiente para a
planta hospedeira (Nett; Bender; Peters, 2022), o que traz vantagens significativas as estirpes
inoculadas.

Embora tenham apresentado resultados significativos nos parametros CR e nodulagao,
nao houve diferencas estatisticas significativas em nenhum dos pardmetros biométricos aéreos
avaliados pelo teste de Duncan (Tabela 11). Os tratamentos inoculados também nao
diferenciaram estatisticamente nos parametros radiculares MFR, MSR e VR (Tabela 11). Além
das estirpes nao apresentarem diferencas significativas entre elas, também nao apresentaram
diferencas entre as plantas sem inoculagdo, as inoculadas com B. pachyrhizi, estirpe
recomendada comercialmente para o cultivo de feijao-caupi, e o tratamento com incremento de

nitrogénio em forma de uréia.
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Figura 6- Efeito da inoculacdo das estirpes Paraburkholderia sp. P4N5, Paraburkholderia sp. P6NI10,
Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N4 no (A) comprimento da raiz (MFR), (B)
nimero de nddulos, (C) massa fresca de nodulos (MFN) e (D) massa seca de nodulos (MSN) de plantas
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Fonte: a autora.
Nota: Letras minusculas diferentes entre os tratamentos representam diferenca estatistica pelo teste de Duncan
(p<0,05). Os resultados apresentados representam médias de cinco réplicas biologicas.
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Tabela 11- Efeito da inoculacdo das estirpes Paraburkholderia sp. PANS, Paraburkholderia sp. P6N10,
Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N4 na massa fresca da parte aérea (MFPA),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da raiz (MSR),
comprimento da parte aérea (CPA) e volume da raiz (VR) de plantas da espécie Vigna unguiculata.

MFPA MSPA MFR MSR CPA VR

Tratamentos

---------- g ---------- cm cm™
Sem inoc. 4,96 0,83 4,85 0,20 22,00 5,00
Sem inoc. + N 6,18 0,90 5,00 0,18 21,35 5,50
B. pachyrhizi 5,72 0,85 3,86 0,27 23,28 4,20
P4N5 5,40 0,71 4,51 0,17 19,66 5,00
P6N10 5,47 0,78 4,64 0,16 20,66 4,80
P15N4 7,76 1,14 5,12 0,20 23,12 6,00
P27N4 6,44 0,93 4,14 0,20 26,80 5,20
P>F 0,16 0,30 0,84 0,15 0,41 0,70
CV (%) 28,64 30,28 33,59 28,89 9,1 30,97

Fonte: a autora.
Nota: Os resultados apresentados representam médias de cinco réplicas biologicas.

Embora os diferentes isolados testados tenham apresentado resultados significativos
especialmente em relagdo a nodulagdo em V. unguiculata e também P. vulgaris (dados
apresentados no topico 5.5.1.1), estes ndo foram evidentes, implicando na necessidade de testar
novos métodos e condi¢des de cultivo para as plantas e bactérias. Sendo assim, estas foram
inoculadas em solo contaminado com petroleo. Neste, foi avaliado o comportamento das
estirpes frente ao estresse causado pelo petrdleo no solo, bem como suas caracteristicas

promotoras de crescimento.

5.5.2 Capacidade dos Isolados Inoculados em Casa de Vegetacdo em Tolerar e Degradar

Hidrocarbonetos do Petroleo

5.5.2.1 Feijao comum (P. vulgaris)

O experimento conduzido em casa de vegetagao com feijdo comum inoculado com as
estirpes bacterianas Bacillus sp. PTNS, Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia sp.
P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N6 com o objetivo de avaliar a capacidade de promogao de
crescimento vegetal, tolerdncia e degradacdo de petrdleo nos diferentes tratamentos nao
apresentou diferengas estatisticas nos parametros MFPA e MSPA em relagdo aos tratamentos
inoculados e as condigdes com e sem petrdleo no solo (Tabela 12). Por outro lado, o CPA foi

significativamente reduzido na presenca de 0,3% de petréleo no solo, enquanto as plantas
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cultivadas sem petroleo apresentaram um CPA médio superior. No entanto, a inoculagdo
bacteriana ndo influenciou significativamente esse parametro (Tabela 12).

Com relacao ao desenvolvimento radicular das plantas, os parametros MFR e o CR nao
foram significativamente influenciados pelos fatores testados. Por outro lado, a MSR e o VR
apresentaram diferencas significativas nas condi¢des do solo e inoculagdo, respectivamente. A
MSR foi significativamente maior na presenca de 0,3% de petroleo no solo. Esse resultado se
destaca, visto que o petrdleo ¢ toxico e comumente limita o desenvolvimento radicular das
plantas (Alotaibi; Arnaud; Hijri, 2022). Embora incomum, resultados semelhantes foram
obtidos por Langer ef al. (2010), em estudos envolvendo a avalia¢do do crescimento radicular
e morfologia da raiz de P. vulgaris em condi¢des de contaminacdo por petrdleo bruto. No
trabalho, os autores atribuiram a maior biomassa seca das raizes ao estresse do petroleo causado
por toxicidade e déficit hidrico, visto que o petrdleo afeta a disponibilidade de agua. Para
amenizar esse estresse, a planta aumenta a demanda por carbono para as raizes que fica alocado
nessa regido da planta, estimulando o aumento do crescimento e da biomassa das raizes. Ainda,
a MSR nao apresentou diferengas entre as inoculagdes. Esse resultado mostra que os efeitos da
contaminagao e da inoculagdo ocorreram de forma independentes.

Por sua vez, o VR foi significativamente influenciado pela inoculacdo bacteriana,
evidenciando que algumas estirpes favoreceram o crescimento radicular, mesmo nas condi¢des
toxicas do petroleo (Tabela 12). Entre os tratamentos, as plantas inoculadas com
Paraburkholderia sp. P15SN4 apresentaram os maiores valores de VR, seguido da estirpe
Paraburkholderia sp. P27N6, que se diferenciam estatisticamente do tratamento sem
inoculacdo, sugerindo que essas estirpes podem ter contribuido para um melhor
desenvolvimento do sistema radicular do feijdo comum. Esse resultado pode estar atrelado a
uma resposta dos possiveis mecanismos promotores de crescimento vegetal desempenhados
pelas bactérias, visto que o género Paraburkholderia ja ¢ conhecido e estudado por sua
capacidade de fixar nitrogénio, sintetizar AIA e solubilizar fosfato, promissor para a inoculagao
e crescimento das plantas (Zhao et al., 2021; Solanki; Gurjar; Sharma, 2023; Rojas-Rojas et al.,
2025). No entanto, a interagdo entre inoculacao e o fator petréleo nao foi significativa no VR.

Com relagdao a formacao de nddulos no feijao comum, houve diferengas estatisticas
entre as estirpes inoculadas. A bactéria Paraburkholderia sp. P12N7 apresentou a maior média
de nimero de nddulos, estatisticamente superior aos demais tratamentos, exceto pela estirpe
Bacillus sp. PTNS que também apresentou resultado estatisticamente maior que as plantas sem

inoculagdo, mas igual aos tratamentos com R. tropici, Paraburkholderia sp. P1ISN4 ¢ P27N6
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(Tabela 12). Além disso, a presenca do petrdleo no solo ndo teve influéncia na formagao dos

nodulos nas plantas.

Tabela 12- Efeito da inoculagdo das estirpes Bacillus sp. PTNS, Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia
sp. P15N4 ¢ Paraburkholderia sp. P27N6 na massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte
aérea (MSPA, massa fresca da raiz (MFR), massa seca da raiz (MSR), comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento da raiz (CR), volume da raiz (VR) e numero de nodulos de plantas da espécie
Phaseolus vulgaris cultivados em solo sem petrdleo e solo com 0,3% de petrdleo.

MFPA MSPA MFR MSR CPA CR VR Niimero de
Tratamento o Cem . o’ nédulos
Inoculacio (F1)
Sem inoc. 4,68 4,68 6,88 0,57 14,84 20,86 5,10 ¢ 10,20 ¢
R. tropici 4,37 4,37 7,27 0,57 14,81 23,00 6,20 abc 42,23 be
P7NS5 4,20 4,20 6,22 0,61 13,93 22,03 5,40 be 59,30 ab
P12N7 4,30 4,30 7,38 0,62 14,64 2434 6,50 abc 79,68 a
P15N4 4,48 4,48 7,49 0,62 13,98 24,50 6,95 a 38,40 be
P27N6 4,45 4,45 7,08 0,59 14,14 23,52 6,80 ab 43,00 be
Petroleo (F2)
Sem petréleo 4,35 4,35 7,27 0,54 b 17,34a 22,03 6,45 4491
Com petréleo 4,48 4,48 6,84 0,64 a 11,44b 24,06 5,87 46,03
P>F
Inoculacdo (F1) 0,39 0,34 0,06 0,68 0,92 0,64 0,03 0,01
Petroleo (F2) 0,71 0,98 0,09 0,00 0,00 0,15 0,12 0,91
F1xF2 0,49 0,21 0,55 0,54 0,81 0,78 0,22 0,23
CV (%) 15,46 16,91 13,52 14,54 17,13 23,20 23,40 82,02

Fonte: a autora.
Nota: Letras diferentes entre os tratamentos representam diferenga estatistica pelo teste de Duncan (p<0,05). Os
resultados apresentados representam médias de cinco réplicas biologicas.

Nos parametros MFN ¢ MSN houve desdobramento dos fatores. Na MFN houve
diferencas significativas entre os tratamentos inoculados na condi¢do sem petréleo, no qual as
estirpes Paraburkholderia sp. P12N7 e Bacillus sp. P7N5 obtiveram as maiores médias entre
os tratamentos inoculados, estatisticamente superiores as inoculagdes com Paraburkholderia
sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N6, mas sem diferengas estatisticas com os tratamentos
R. tropici e sem inoculagdo (Figura 7). Nos tratamentos inoculados com Bacillus sp. P7TN3,
Paraburkholderia sp. P27N6 e no tratamento sem inoculagdo a condicao do solo teve influéncia
na MFN. O petroleo afetou negativamente o incremento de massa nos nodulos das plantas
inoculadas com Bacillus sp. P7N5 e sem inoculacdo, mas ndo afetou a massa dos nédulos no
tratamento com Paraburkholderia sp. P27N6, que foi estatisticamente maior nessa condicao.

No parametro MSN a diferenga estatistica entre os tratamentos inoculados ocorreu no

solo com 0,3% de petroleo (Figura 8). Nessa condi¢cdo se destacaram as inoculagdes com as
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estirpes Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia sp. P27N6 e R. tropici com as maiores
médias e estatisticamente superiores as plantas sem inoculacao, indicando a tolerancia das
bactérias ao petrdleo e a capacidade de nodulagdo mesmo em condigdes de estresse para a planta
e para os microrganismos. Além dessas diferengas, a estirpe Paraburkholderia sp. P27N6
apresentou resultados significativamente diferentes nas duas condi¢des de solo, se destacando
na condi¢do com 0,3% de petroleo.

O uso de bactérias na remediacdo de compostos toxicos surge com uma alternativa
sustentavel e econdmica (Wu et al., 2017; Wang et al., 2022). Isso se deve ao fato de que alguns
microrganismos desenvolveram adaptagdes tornando-se capazes de usar moléculas
provenientes da contaminacdo, diminuindo consequentemente a toxicidade do ambiente e
proporcionando condigdes favoraveis para a sua sobrevivéncia no meio, utilizando os
hidrocarbonetos de petroéleo como fonte de energia (Ismail; Kasmuri; Hamzah, 2022; Ismail;
Kasmuri; Hamzah, 2022). As bactérias promotoras de crescimento vegetal, por sua vez, sao
aliadas das plantas no processo de remediacdo, garantindo melhores condi¢des de sobrevivéncia
para ambas (Saeed ef al., 2021b; Graj et al., 2023; Ali et al., 2023). Os resultados positivos das
estirpes na presenga de petroleo, especialmente da Paraburkholderia sp. P27N6, revelam a
estirpe como possivel tolerante ou degradadora dos TPH presentes no solo e ainda promotora
de crescimento. O género Paraburkholderia ja é estudado e mostra resultados promissores na
degradagdo de hidrocarbonetos e promog¢do de crescimento quando inoculada na espécie

leguminosa Medicago sativa, também da familia Fabaceae (Eze et al., 2022a; Eze et al., 2022b).

Figura 7- Efeito da inoculagdo das estirpes Bacillus sp. PTN5, Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia sp.
P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N6 na massa fresca de nodulos (MFN) de plantas da espécie
Phaseolus vulgaris cultivados em solo sem petroleo e solo com 0,3% de petréleo.
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Fonte: a autora.

Nota: Letras minusculas diferentes entre as inoculagdes/estirpes representam diferenga estatistica pelo teste de
Duncan (p<0,05). Letras maiusculas diferentes entre as condi¢des do solo sem e com 0,3% de petroleo da
mesma inoculagdo representam diferenca estatistica pelo teste de Duncan (p<0,05). Os resultados
apresentados representam médias de cinco réplicas biologicas.

Figura 8- Efeito da inoculagdo das estirpes Bacillus sp. PTN5, Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia sp.
P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N6 na massa seca de nodulos (MSN) de plantas da espécie Phaseolus
vulgaris cultivados em solo sem petroleo e solo com 0,3% de petréleo.
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Fonte: a autora.

Nota: Letras minusculas diferentes entre as inoculagdes/estirpes representam diferenca estatistica pelo teste de
Duncan (p<0,05). Letras maiusculas diferentes entre as condi¢des do solo sem e com 0,3% de petroleo da
mesma inoculagdo representam diferenca estatistica pelo teste de Duncan (p<0,05). Os resultados
apresentados representam médias de 5 réplicas biologicas.

Esses resultados positivos na massa dos nddulos nas plantas inoculadas sugerem
vantagens consideraveis para as bactérias como biorremediadoras e promotoras de crescimento
vegetal, visto que mesmo em condi¢des desfavoraveis apresentaram capacidade de desenvolver
nddulos maiores. Segundo Alotaibi; Arnaud e Hijri (2022), essa capacidade de fixar nitrogénio
proporciona uma vantagem seletiva para bactérias degradadoras de hidrocarbonetos usadas em
conjunto com a fitorremediagdo, isso devido a falta de nutrientes suficientes, especialmente N
em solos contaminados com TPH, que se torna um fator limitante para a biodegradacao e
crescimento das plantas. Sendo assim, selecionar bactérias que apresentem tal capacidade € o
sucesso para a degradagdo eficiente e sustentdvel em solos contaminados com petroleo.

A concentragdo dos TPH no solo apoés o cultivo de P. vulgaris e do processo de
biorremediagdo foi detectada pelo método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS). Segundo Xiang; Morgan; Watt (1995), a técnica separa compostos
volateis por volatilidade e interagdo com a coluna cromatografica, identificando e

quantificando-os pela deteccdo de ions caracteristicos, dessa forma, o método permite a analise
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sensivel e precisa de hidrocarbonetos em solos contaminados. Nesse método, as cadeias
carbonicas C9-C40 representam hidrocarbonetos de petroleo, variando em tamanho e estrutura
a depender do numero de atomos de carbono presentes, o que influencia na volatilidade e
persisténcia desses compostos no meio (Uyizeye; Thiet; Knorr, 2019). Em solos contaminados
por hidrocarbonetos, sdo analisadas para avaliar a contaminagao e a eficicia da remediacao.

Ao avaliar a taxa de degradacdo do contaminante em cada tratamento, o resultado
revelou que a inoculacao da bactéria Paraburkholderia sp. P27N6 no solo contaminado
apresentou a maior taxa de degradagdo entre os tratamentos, seguido pelo tratamento com R.
tropici e Paraburkholderia sp. P15N4 (Figura 9). Os resultados positivos das bactérias
Paraburkholderia sp. P27N6 e P15N4 na contaminagao do solo corroboram com os resultados
positivos no teste in vifro, que mostram as estirpes como degradadoras de petroleo e tolerantes
as concentragdes de 1% e 5% de petrdleo, respectivamente (Tabela 5).

O género Paraburkholderia tem se mostrado eficaz em trabalhos de degradagdo de
hidrocarbonetos e de derivados do petroleo (Cui ef al., 2020; Cao et al., 2021; Vanwijnsberghe
et al., 2021; Ramirez et al., 2022; Li et al., 2024). Estes trabalhos buscam compreender quais
sao os mecanismos de degradacdo e adaptacdes do género aos contaminantes. No estudo
publicado por Lee; Lee; Jeon (2019), no qual realizaram o isolamento de bactérias em solo
contaminado com hidrocarbonetos alifaticos curtos, destacam uma estirpe bacteriana do género

Paraburkholderia como promissora na degradacdo do contaminante, sugerindo que sua
capacidade de biodegradacdo pode ter sido adquirida por meio de: (I) ganho de plasmideo, (I1)

transferéncia horizontal de genes (IIl) e/ou alteragcdes genéticas sob as condigdes de solo
contaminado, resultando em maior aptidao ecologica.

No entanto, os tratamentos com Bacillus sp. PTN5 e Paraburkholderia sp. P12N7
embora tenham apresentado resultados satisfatorios na nodulagdo do feijdo comum, resultaram
em taxas de degradagdo negativas entre os tratamentos. Esse resultado sugere que esses
microrganismos podem ter menor capacidade de degradar os hidrocarboneto, mais ainda assim,
apresentam elevada tolerancia as condig¢des toxicas do petrdleo, em vista do seu crescimento

nos testes in vitro e as condigdes em que estavam submetidos na REPAR.
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Figura 9- Taxa de degradacao e recuperacao do petroleo no solo apos remedia¢do mediada pelas estirpes Bacillus
sp. P7NS, Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N6
inoculadas na espécie Phaseolus vulgaris.
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Fonte: a autora.

A extensdo da biodegradagado das fragdes de hidrocarbonetos saturados no feijdo comum
foi determinada, e os resultados sdo apresentados no cromatograma (Figura 10). Um total de 21
compostos foram detectados nas amostras de solo, variando de C10 a C40. Os valores do grafico
representam a concentragdo dos diferentes hidrocarbonetos analisados apds o processo de
biorremediacdo, sendo que picos mais baixos indicam uma menor presenca desses compostos
na amostra. Na avaliacdo da degradagdo microbiana, os n-alcanos (alcanos lineares) t€ém sido
frequentemente referidos como de cadeia curta (C1 para C4), de cadeia média (C5 para C9), de
cadeia longa (C10 para C17) e n-alcanos de cadeia muito longa (mais de C18), de acordo com
o comprimento de sua cadeia carbonica linear (Matsui et al., 2014).

No cromatograma ¢ possivel perceber que os maiores picos foram obtidos nos
componentes C32 e C37, que ocorreram nos tratamentos sem inoculacao e Paraburkholderia
sp. P27N6, respectivamente. A maior abundancia relativa no tratamento com a bactéria
Paraburkholderia sp. P15SN4, embora tenha sido também em C32 e C37, ficou abaixo do
tratamento sem inocula¢do no C34 e abaixo do tratamento com Paraburkholderia sp. P27TN6 e

R. tropici em C37. Ainda, no tratamento com Bacillus sp. P7N5, o componente com maior
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abundancia relativa foi em C33, seguido de C38. No tratamento com Paraburkholderia sp.
P12N7 os maiores picos foram obtidos em C23 e C36.

De forma geral, a inoculagdo bacteriana apresentou uma redu¢do na abundancia relativa
de diversos compostos, demonstrando que os isolados testados possuem potencial degradador
de hidrocarbonetos. Além disso, no cromatograma ha uma concentracdo de picos acentuados
nos componentes com n-alcanos de cadeia muito longa (C32-C37). Isso ocorre com uma grande
diversidade de bactérias degradadoras de petroleo, que podem usar parcialmente n-alcanos de
cadeia média ou longa mas poucas sdo conhecidas por terem a capacidade de biodegradar uma

ampla gama de n-alcanos, particularmente n-alcanos de cadeia muito longa (Liu ef al., 2020).

Figura 10- Extensdo da biodegradag@o de hidrocarbonetos no solo apds inoculagdo das estirpes Bacillus sp. P7TNS,
Paraburkholderia sp. P12N7, Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27TN6 na espécie
Phaseolus vulgaris.
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Fonte: a autora.

5.5.2.2 Feijao-caupi (V. unguiculata)

Os resultados obtidos na avaliagdo do desenvolvimento aéreo do feijao-caupi sob
diferentes condigdes de inoculacdo bacteriana e presenga de petréleo no solo revelou que, a
MSPA do feijdo-caupi foi significativamente influenciada pela inoculagio, enquanto a presenca
de petroleo no solo ndo teve efeito significativo sobre esse parametro (Tabela 13). A avalia¢ao
estatistica indica que a inoculagdo pode variar dependendo da estirpe utilizada, com algumas
promovendo melhor desenvolvimento de MSPA e outras nao demonstrando efeitos positivos
no peso da parte aérea, visto que, as plantas sem inoculacdo apresentaram médias

estatisticamente semelhantes as plantas inoculadas com as bactérias Paraburkholderia sp.
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estirpes P15SN4, P27N4 e B. pachyrhizi e superiores as bactérias Paraburkholderia sp. estirpes
P4NS5 e P6N10. Por outro lado, com relagao ao desenvolvimento radicular, o parametro VR nao
apresentou diferencas estatisticas entre os tratamentos, sugerindo que a inoculagdo bacteriana e
a presenca de petrdleo ndo afetaram significativamente esse parametro no feijdo-caupi (Tabela
13).

Com relagdo a formacao de nodulos na espécie, ndo houve diferengas estatisticas entre
os tratamentos na avaliagdo do nuimero de nodulos e MFN, sugerindo que a inoculagdo
bacteriana e a presenca de petrdleo ndo tiveram influéncia nesses parametros. A inoculagio
também nao induziu diferencas no incremento de MSN nas plantas (Tabela 13). Contudo, na

condi¢do com 0,3% de petroleo houve redugao significativa na MSN.

Tabela 13- Efeito da inoculagdo das estirpes Paraburkholderia sp. PANS, Paraburkholderia sp. P6NI10,
Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N4 na massa seca da parte aérea (MSPA),
volume da raiz (VR), nimero de nddulos, massa fresca de nédulos (MFN) e massa seca de nodulos
(MSN) de plantas da espécie Vigna unguiculata cultivados em solo sem petréleo e solo com 0,3% de

petrdleo.

MSPA VR Ntmero de MFN MSN
Tratamento o em? nédulos e mg ee-
Inoculacao (F1)
Sem inoc. 1,20 a 1,75 12,33 10,00 3,10
B. pachyrhizi 0,82 abc 1,50 24,00 3,30 0,93
P4NS 0,73 be 1,08 15,67 7,20 1,80
P6N10 0,55 ¢ 1,67 14,17 10,00 2,20
P15N4 0,97 abc 1,67 20,17 9,00 3,80
P27N4 1,04 ab 1,50 27,08 14,00 2,20
Petroéleo (F2)
Sem petroleo 0,88 1,47 19,89 10,00 3,40 a
Com petréleo 0,90 1,58 17,91 7,80 1,30 b
P>F
Inoculacdo (F1) 0,05 0,32 0,74 0,71 0,63
Petroleo (F2) 0,84 0,53 0,76 0,53 0,04
F1 xF2 0,09 0,35 0,37 0,24 0,54
CV (%) 39,70 34,38 103,06 125,32 124,25

Fonte: a autora.
Nota: Os resultados sdo médias de trés plantas. Letras diferentes entre os tratamentos representam diferenga
estatistica pelo teste de Duncan (p<0,05).

A MFPA do feijao-caupi, diferente dos pardmetros anteriormente apresentados, mostrou
desdobramento dos fatores, sendo influenciada tanto pela inoculacdo das estirpes bacterianas
quanto pela presenca de petroleo no solo (Figura 11). O tratamento sem inoculacdo e a maioria

das estirpes ndo apresentaram diferencas significativas entre as condigdes com e sem petroleo,
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sugerindo que o peso da parte aérea foi relativamente estdvel mesmo na presenca do
contaminante, exceto nos tratamentos com as bactérias Paraburkholderia sp. estirpes PANS e
P6N10. A estirpe Paraburkholderia sp. PANS apresentou um aumento significativo na MFPA
em solo contaminado, enquanto em solo sem petroleo o incremento em massa foi inferior,
sugerindo que essa bactéria pode ter contribuido para a adaptacdo da planta ao estresse
ambiental, potencialmente por mecanismos de promoc¢do do crescimento ou mitigagdo da
toxicidade dos hidrocarbonetos. Contudo, a estirpe Paraburkholderia sp. PON10 demonstrou o
efeito oposto, com uma redugdo expressiva na MFPA na condigdo contaminada, sugerindo uma
possivel sensibilidade ao estresse causado pelo petréleo ao qual foi submetida no presente
estudo.

Na condi¢do com 0,3% de petroleo no solo foi possivel observar a diferenca entre os
tratamentos inoculados. A bactéria Paraburkholderia sp. PON10 apresentou a menor média em
incremento de MFPA entre todos os tratamentos. Os demais ndo apresentaram diferencas

significativas, mesmo em relagdo ao tratamento sem inoculagao.

Figura 11- Efeito da inocula¢do das estirpes Paraburkholderia sp. P4ANS, Paraburkholderia sp. PONIO,
Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N4 na massa fresca da parte aérea (MFPA)
de plantas da espécie Vigna unguiculata cultivados em solo sem petréleo e solo com 0,3% de petroleo.
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Fonte: a autora.

Nota: Letras minusculas diferentes entre as inoculagdes/estirpes representam diferenca estatistica pelo teste de
Duncan (p<0,05). Letras maiusculas diferentes entre as condi¢des do solo sem e com 0,3% de petroleo da
mesma inoculagdo representam diferenca estatistica pelo teste de Duncan (p<0,05). Os resultados
apresentados representam médias de 3 réplicas biologicas.

No parametro CPA também houve desdobramento, indicando influéncia dos dois
fatores no crescimento em altura aérea do feijao-caupi (Figura 12). De maneira geral, a maioria

das estirpes e o tratamento sem inoculagcdo ndo apresentaram diferengas significativas entre as
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condigdes com e sem petrdleo, indicando uma relativa estabilidade no crescimento da planta
mesmo na presenca do contaminante. No entanto, um efeito significativo foi observado na
estirpe Paraburkholderia sp. PON10, que apresentou uma redugdo expressiva do CPA em solo
contaminado. Além disso, a comparagao entre as inoculagdes na condi¢do do solo contaminado
com 0,3% de petréleo mostra uma redugdo expressiva nas plantas inoculadas com
Paraburkholderia sp. PON10 em solo contaminado. As demais ndo apresentaram diferencas

estatisticas nessa condi¢ao de solo.

Figura 12- Efeito da inoculacdo das estirpes Paraburkholderia sp. PANS, Paraburkholderia sp. PONIO,
Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N4 no comprimento da parte aérea (CPA) de
plantas da espécie Vigna unguiculata cultivados em solo sem petrdleo e solo com 0,3% de petrdleo.

25
IS
o Aa
;20 I Aa Aa Aa Aa A A3 Aa
v { I Aa } Aa a T Aa
8]
T
© :I: :|: I
q" I
£ 15 [
©
o
3 Bb
o 10 —
=]
c
[}
£
S5t
IS
o
o
O 1 1 1 1 1 J
Sem inoc. B. pachyrhizi PANS P6N10 P15N4 P27N4
Estirpes
Sem petréleo Com petréleo

Fonte: a autora.

Nota: Letras minusculas diferentes entre as inoculagdes/estirpes representam diferenca estatistica pelo teste de
Duncan (p<0,05). Letras maiusculas diferentes entre as condi¢des do solo sem e com 0,3% de petroleo da
mesma inoculagdo representam diferenca estatistica pelo teste de Duncan (p<0,05). Os resultados
apresentados representam médias de 3 réplicas biologicas.

O desdobramento dos fatores mostrou que houve influéncia da inoculagdo e da presenga
de petréleo no parametro MFR em feijdo-caupi (Figura 13). Observou-se que a estirpe
Paraburkholderia sp. PANS apresentou um efeito significativo da interagao entre os fatores,
com menor MFR em solo sem petrdleo e um aumento significativo na presenga de 0,3% de
petrdleo, sugerindo que essa estirpe tende a tolerar o petroleo, assim como observado nos testes
in vitro. As demais estirpes, incluindo o tratamento sem inoculagdo e B. pachyrhizi, nao
apresentaram variagao significativa entre as condi¢des de solo quando avaliadas isoladamente.

Entretanto, na condigdo sem petroleo houve diferenca significativa entre a estirpe
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Paraburkholderia sp. PANS, que apresentou a menor média de MFR, comparada aos demais

tratamentos.

Figura 13- Efeito da inoculacdo das estirpes Paraburkholderia sp. PANS, Paraburkholderia sp. P6NIO,
Paraburkholderia sp. P15N4 ¢ Paraburkholderia sp. P27N4 na massa fresca da raiz (MFR) de plantas
da espécie Vigna unguiculata cultivados em solo sem petrdleo e solo com 0,3% de petroleo.
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Fonte: a autora.

Nota: Letras minusculas diferentes entre as inoculagdes/estirpes representam diferenca estatistica pelo teste de
Duncan (p<0,05). Letras maiusculas diferentes entre as condi¢des do solo sem e com 0,3% de petroleo da
mesma inoculagdo representam diferenca estatistica pelo teste de Duncan (p<0,05). Os resultados
apresentados representam médias de 3 réplicas biologicas.

A MSR do feijao-caupi também apresentou desdobramento dos fatores e foi
influenciada tanto pela inoculagdo das estirpes quanto pela presenca de petrdleo no solo, como
apresentado na Figura 14. Sendo assim, os desdobramentos estatisticos revelam que, a MSR
das plantas inoculadas com as bactérias Paraburkholderia sp. estirpes PANS e P27N4
apresentaram um aumento expressivo na MSR na presenca de 0,3% de petroleo, indicando que
essas estirpes possuem mecanismos de tolerancia aos compostos toxicos do petrdleo e que essa
condicdo ndo afeta seu metabolismo. No entanto, as plantas inoculadas com a estirpe
Paraburkholderia sp. PON10 foram afetadas negativamente pela presen¢a do contaminante no
solo.

Ainda, dentro de cada condi¢do de solo também foram observadas diferencas entre as
estirpes. Em solo sem petroleo, o resultado obtido nas plantas sem inocula¢do foi
estatisticamente superiores as bactérias Paraburkholderia sp. estirpes PANS, PON10, P27N4 e
B. pachyrhizi, ndo diferenciando estatisticamente da bactéria Paraburkholderia sp. P15N4.
Enquanto na condicdo com petroleo, apesar das plantas sem inoculacdo também apresentar

média elevada, ndo foi estatisticamente diferente da estirpe Paraburkholderia sp. P27N4, que
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se apresentou superior ao tratamento com a bactéria Paraburkholderia sp. PANS e PON10, mas

nao diferente do tratamento com Paraburkholderia sp. P15N4 e B. pachyrhizi.

Figura 14- Efeito da inoculacdo das estirpes Paraburkholderia sp. PANS, Paraburkholderia sp. P6NIO,
Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N4 na massa seca da raiz (MSR) de plantas da espécie
Vigna unguiculata cultivados em solo sem petrdleo e solo com 0,3% de petrdleo.
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Fonte: a autora.

Nota: Letras minusculas diferentes entre as inoculagdes/estirpes representam diferenca estatistica pelo teste de
Duncan (p<0,05). Letras maiusculas diferentes entre as condi¢des do solo sem e com 0,3% de petroleo da
mesma inoculagdo representam diferenca estatistica pelo teste de Duncan (p<0,05). Os resultados
apresentados representam médias de 3 réplicas bioldgicas.

O CR do feijao-caupi foi significativamente influenciado tanto pela inoculacdo das
estirpes bacterianas quanto pela presenca de petréleo no solo (Figura 15). O tratamento sem
inoculacdo apresentou uma redugdo expressiva do crescimento da raiz na presenga de petroleo,
evidenciada pela diferenga estatistica entre as condi¢des de cultivo. Esse resultado negativo do
crescimento radicular na auséncia de inoculagao mostra que, de fato, a contaminagao do solo
por hidrocarbonetos de petroleo ¢ altamente toxica, especialmente no desenvolvimento e
crescimento das plantas (Galitskaya et al., 2021; Haider ef al., 2021). No sistema radicular a
presenga de oleo dificulta a capacidade de absor¢ao de agua e nutrientes resultando em raizes
atrofiadas, além de causar ruptura das membranas celulares nas células em crescimento,
dificultando sua capacidade de reter dgua, e inibe o metabolismo das organelas celulares,
impedindo a expansao celular (Silva et al., 2022). Além do tratamento sem inoculacao, a estirpe
Paraburkholderia sp. P15N4 também apresentou redugao significativa no CR quando cultivado
em solo contaminado, sugerindo que essa estirpe ndo foi eficiente em mitigar os efeitos

negativos do petréleo sobre o sistema radicular.
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Por outro lado, as bactérias Paraburkholderia sp. PANS, P6N10 e P27N4 ndo
apresentaram diferencas significativas entre as condi¢cdes sem e com 0,3% de petroleo. Além
disso, na condicdo com petrdéleo observou-se uma diferenciacdo significativa entre os
tratamentos inoculados, no qual as plantas sem inoculagdo apresentaram menor CR, enquanto
as demais estirpes apresentaram valores superiores e estatisticamente distintos, indicando
possivel tolerancia das estirpes a contaminag¢dao por hidrocarbonetos, exceto pela estirpe
Paraburkholderia sp. P15N4.. A grande area de superficie radicular pode ser otimizada para
aquisi¢ao de nutrientes, melhorando a capacidade das raizes de detectar sinais de flutuacao de
nutrientes no ambiente externo, maximizando assim a exploragdo de recursos externos para
garantir o desenvolvimento geral da planta (Hu et al., 2021), especialmente em solos

contaminados, onde a aquisi¢ao de nutrientes € prejudicada (Cheng; Zhou; Yu, 2019).

Figura 15- Efeito da inoculacdo das estirpes Paraburkholderia sp. PANS, Paraburkholderia sp. P6NIO,
Paraburkholderia sp. P15SN4 e Paraburkholderia sp. P27N4 no comprimento da raiz (CR) de plantas
da espécie Vigna unguiculata cultivados em solo sem petrdleo e solo com 0,3% de petroleo.
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Fonte: a autora.

Nota: Letras minusculas diferentes entre as inoculagdes/estirpes representam diferenca estatistica pelo teste de
Duncan (p<0,05). Letras maiusculas diferentes entre as condi¢des do solo sem e com 0,3% de petroleo da
mesma inoculagdo representam diferenca estatistica pelo teste de Duncan (p<0,05). Os resultados
apresentados representam médias de 3 réplicas bioldgicas.

Esses resultados indicam que algumas estirpes podem ter desempenhado um papel
protetor sobre o crescimento radicular em condigdes de estresse, possivelmente devido a
capacidade de tolerar, degradar hidrocarbonetos ou promover o crescimento vegetal. A menor
reducdo do comprimento radicular em plantas inoculadas com determinadas estirpes sugere que

essas bactérias podem ter contribuido para a mitigacdo dos efeitos téxicos do petrdleo,
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favorecendo a adaptacao das plantas ao ambiente contaminado. Entretanto, estudos adicionais
acerca dos mecanismos envolvidos nessa interagdo sao necessarios para confirmar a capacidade
dessas estirpes em promover a tolerancia ao estresse por petroleo e seu potencial para aplicacao
em estratégias de biorremediacdo. Esses estudos podem incluir analises da expressdo génica
relacionada a degradag¢ao de TPH, produgdo enzimatica, quantificacdo de compostos organicos
no solo, além de estudos de metagenomica e metabolomica para caracterizar alteracdes no
microbioma e nos perfis metabdlicos no solo (Deng et al., 2024; Rajguru; Shri; Bhatt, 2024).

A concentragdo dos TPH no solo ap6s o cultivo de V. unguiculata e do processo de
biorremediacdo também foi detectada pelo método de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). A avaliagdo da porcentagem de degradacdo dos
hidrocarbonetos e a quantidade de 6leo residual para cada tratamento revela que o tratamento
com a bactéria Paraburkholderia sp. PON10 apresentou a maior taxa de degradacao, seguido
pelo tratamento com B. pachyrhizi, sugerindo que esses microrganismos possuem alta
eficiéncia na degradagdo dos hidrocarbonetos presentes no solo contaminado (Figura 16). Por
outro lado, os tratamentos com Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N4
apresentaram as menores taxas de degradagdo, o que se reflete na maior quantidade de 6leo
residual nesses tratamentos.

Esses achados reforcam a importancia da sele¢do de microrganismos adequados para
processos de biorremediacao, sendo Paraburkholderia sp. PON10 a op¢do com caracteristicas
desejaveis, visto que foi isolada de um ponto com altas concentracdes de petrdleo no solo,
apresentou tolerancia ao petréleo nas condi¢des in vitro e degradagdo quando inoculadas no
solo, refor¢ando suas habilidades promissoras na biorremediacdo. Ainda, essas redugdes
significativas verificadas podem ser atribuidas, principalmente, a dois fatores: (I) decomposicao
de compostos de cadeia molecular mais simples e, consequentemente, mais facilmente
biodegradaveis, (II) e também ao maior potencial de volatilizacdo destes compostos (WANG

etal., 2016).
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Figura 16- Taxa de degradagdo e recuperacdo do petréleo no solo ap6s remediagao das estirpes Paraburkholderia
sp. PANS, Paraburkholderia sp. PON10, Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N4
inoculadas em Vigna unguiculata.
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Fonte: a autora.

A extensao da biodegradacgao das fragdes de hidrocarbonetos saturados no feijao-caupi
foi determinada, e os resultados sdo apresentados na Figura 17. Um total de 21 componentes
foram detectados nas amostras, variando de C9 a C39. A analise cromatografica dos diferentes
tratamentos revela variagdes significativas na intensidade dos picos, refletindo distintas
capacidades de degradacao dos componentes presentes no solo contaminado. No cromatograma
obtido, os tratamentos apresentaram padrdes distintos de degradagdo, com destaque para os
componentes identificados nos tempos de retengdo correspondentes a C32 e C37, os quais
exibiram os picos de maior intensidade. Nestes, os tratamentos Paraburkholderia sp. P15N4 e
Bradyrhizobium pachyrhizi apresentaram as maiores concentragdes residuais dos
hidrocarbonetos, conforme evidenciado nos picos. Esse resultado sugere que, sob essas
condigdes experimentais, a degradacdo desses componentes foi menos eficiente nesses
tratamentos.

Os tratamentos com Paraburkholderia sp. PANS e Paraburkholderia sp. P6N10
demonstraram menores intensidades de pico ao longo do cromatograma, indicando uma
potencial degrada¢do mais efetiva dos hidrocarbonetos presentes no petroleo. No entanto, as
maiores abundanias relativa no tratamento com Paraburkholderia sp. PON10 foi observada

também no C32 e diferente dos demais no C13. No tratamento com Paraburkholderia sp. PANS
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os maiores picos ocorreram em C37 e C34, que também foi o maior para o tratamento com a
bactéria Paraburkholderia sp. P27N4. O tratamento sem inoculagdo também apresentou picos
elevados em diversas regides do cromatograma, especialmente em C13 e C31, sugerindo uma
menor degradagdo natural do petréleo em auséncia de inoculacdo de bactérias com potencial
para degradagdo.

Assim como observado com as bactérias inoculadas em feijdo comum, no feijao-caupi
também houve uma concentracdo de picos maior em componentes com n-alcanos de cadeias
muito longas (C32-C37). Esse resultado também reforca a capacidade das bactérias testadas em

degradar hidrocarbonetos de cadeias mais curtas.

Figura 17- Extensdo da biodegradagdo de hidrocarbonetos no solo apos inoculagéo das estirpes Paraburkholderia
sp. PANS, Paraburkholderia sp. PON10, Paraburkholderia sp. P15N4 e Paraburkholderia sp. P27N4
na espécie Vigna unguiculata.
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Fonte: a autora.

A partir dos graficos de concentracdo das cadeias de hidrocarbonetos comparando as
duas espécies de feijoes, pode-se observar que a bactéria P15SN4 foi utilizada em ambos os
experimentos, demonstrando maior eficiéncia na degradagdo do petrdleo quando associada ao
feijao-caupi (Vigna unguiculata). Esse resultado deve-se a ja conhecida capacidade de
fitorremediacdo da espécie, conforme apontado em estudos anteriores que destacam o feijao-
caupi a espécie como eficiente para a fitorremediacgao (Jidere ef al., 2012; Sun et al., 2015; Sun;
Crowley; Wei, 2015; Orji-Oraemesi et al., 2022; Ismail et al., 2024). Essa caracteristica se deve
ao fato da espécie possuir resisténcia aos hidrocarbonetos do petréleo, capacidade de
acumula¢do de metal, produgdo de alto rendimento, além de sintetizar elevadas quantidades de

exsudatos radiculares, tornando-o atrativo para o0s microrganismos no processo de
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fitorremediacao (Aliku; Madu; Aliku, 2021; Farouq et al., 2022). Quando associado a bactérias,
sua capacidade de remediagdo ¢ potencializada, pois a bactéria pode promover o crescimento
da biomassa da planta e auxiliar na biorremediagao do solo contaminado, tornando a interacao
entre planta e bactéria uma estratégia promissora para o tratamento de solos contaminados

(Narayanan et al., 2021).
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6 CONCLUSAO

Os resultados dos testes de nodulagdo revelam que a maioria dos isolados provenientes
dos nodulos das espécies Mimosa oblonga e Erythrina crista-galli, sdo capazes de promover
formacao de nodulos em Phaseolus vulgaris ou Vigna unguiculata, destacando o potencial dos
isolados para a FBN. As bactérias que apresentaram mecanismos promotores de crescimento
vegetal e degradadoras de petroleo in vitro tiveram também os melhores resultados em casa de
vegetagao.

As estirpes Paraburkholderia sp. P27N6, P27N4 e P15N4 se destacaram pelos efeitos
benéficos no crescimento do feijdo em diferentes condi¢des. A Paraburkholderia sp. P27N6
favoreceu VR e MSN no feijao comum com petroleo, além de degradar petroleo, produzir AIA
e solubilizar fosfato. A Paraburkholderia sp. P27N4 promoveu NN, MFN e MSN no feijao-
caupi sem petroleo e maior CR com petroleo, também apresentando capacidade de degradagao,
producdo de AIA e solubilizagdo de fosfato. J4 a estirpe Paraburkholderia sp. P15SN4 aumentou
NN e MFN na condigao sem petréleo e VR em condi¢ao de contaminagdo por petroleo, sendo
ainda, tolerante e degradadora em altos niveis de contaminagao.

Sendo assim, as estirpes testadas podem ser alternativas viaveis e promissoras na
sustentabilidade e biorremedia¢do de solos contaminados por petrdleo, por suas potenciais
aplicagdes na FBN, na promocdo do crescimento vegetal e degradacdo de petrdleo quando
inoculadas. Os resultados reforcam a relevancia de prospectar organismos capazes de trazer
beneficios ambientais e agricolas, em vista da necessidade de conservagao desses ecossistemas.
Contudo, estudos aprofundados para compreensdo do processo de degradagdo de
hidrocarbonetos e promog¢do de crescimento ainda sdo necessarios para compreender os

mecanismos das estirpes, bem como, a possibilidade de inoculagao em outras espécies.
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