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RESUMO

Na década de 60, a empresa de mineracdo Plumbum Mineradora foi instalada no Estado da
Bahia, Brasil. Esta empresa, a qual produziu lingotes de chumbo por 33 anos, deixou mais de
400.000 toneladas de escoria, a qual continha, dentre outros poluentes, cddmio e chumbo.
Estes metais sdo, atualmente, encontrados no solo do entorno das antigas instalacGes da
fabrica, em concentracGes consideradas altamente toxicas. Este estudo comegou a investigar a
biorremediacdo da area com o isolamento de bactérias das rizosferas de plantas locais,
seguido por testar a tolerancia das bactérias a esses metais. Finalmente, a identificacdo de
bactérias foi feita baseada no marcador molecular 16S rRNA. O protocolo de isolamento foi
realizado em meio de Agar Nutriente e ap0s a obtencdo de cultura pura, os isolados foram
submetidos a testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Cada isolado serviu de fonte
para extracbes de DNA para analise molecular com a regido 16S rRNA. Dentre as rizosferas
coletadas, as que mais se destacaram em relagdo a quantidade de espécies isoladas foram as
plantas de habito perene, dentre elas, a mamona (Ricinus comunis L.) e a embaulba (Cecropia
pachystachya Trécul), que abrigaram juntas aproximadamente 38% de todas as espécies de
bactérias obtidas. Interessante notar que da mamona (uma planta exotica no Brasil), 2/3 das
bactérias foram Gram negativas, enquanto que da embadba (uma planta nativa do Brasil), 3/4
das bactérias isoladas foram Gram positivas. Independentemente da classificacdo do Gram, as
bactérias apresentaram maior resisténcia ao chumbo; 70% das Gram negativas apresentaram
mudancas morfoldgicas acentuadas, enquanto que estas, nas Gram positivas, manifestaram-se
em apenas 13%. Além disso, estas bactérias foram identificadas por meio de anélise
molecular, com o0 uso do marcador 16S rRNA. A metodologia usada foi baseada em analise
de arvores de parcimonia e distancia. Como resultado, a regido 16S foi capaz de identificar
22% das espécies, enquanto que para o restante mostrou-se eficiente para classificacdo até
género ou para agrupamentos infragenéricos. Portanto, os dados sugerem que as bactérias
Gram negativas e Gram positivas possuem mecanismos de adaptagdes distintos em ambientes
poluidos por chumbo e cddmio e que a regido 16S nao € eficiente como marcador universal
tipo ‘codigo de barras’, o qual deve ser utilizado apenas como a primeira ferramenta de
identificacdo de bactérias isoladas. Apesar deste estudo ndo servir como parametro definitivo
para consideracdes ecologicas, ele fornece conhecimento sobre a influéncia do habito da
planta sobre a comunidade bacteriana e o papel da estrutura morfoldgica das bactérias (Gram)
nos mecanismos de tolerancia. Espera-se que estes dados possam ser explorados em estudos

posteriores.
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ABSTRACT

In the 1960’ the mining company Plumbum Mineradora was installed in the Satate of Bahia,
Brazil. This company, which produced lead ingots for 33 years, left over 400,000 tons of slag,
which contained, among other pollutants, cadmium and lead. These metals are currently found
in the soil surrounding the old factory, in concentrations considered highly toxic.
A study was started to investigate possible bioremediation in the area with the isolation of
bacteria from the rhizosphere of local plants, followed by the test in their performance in
metals contaminant tolerance. Finally, identification of the bacteria was made based on
molecular marker 16S rRNA. The isolation protocol was carry out using Nutrient Agar and
after obtaining a pure culture. The isolates were then subjected to tests of Minimum Inhibitory
Concentration (CIM). Each isolate served as a source for extraction of DNA for molecular
analysis with 16S rRNA region.
Among the rhizospheres collected, those from which the greatest number of species were
isolated from plants with a perennial habit, among them the castor bean (Ricinus communis
L.) and embalba (Cecropia pachystachya Trécul) which together comprised approximately
38% of all species of bacteria obtained. Interestingly, from the castor bean (an exotic plant in
Brazil), 2/3 of the bacteria were Gram negative, while from the embauba (a native plant of
Brazil), % of the bacteria isolated were of Gram positive. Regardless of the classification of
Gram, the bacteria studied showed higher tolerance to lead; 70% of Gram negative bacteria
showed conspicuous morphological changes, whereas of those that were Gram positive, only
13% demonstrated. In addition, these bacteria have been identified by molecular analysis
using the 16S rRNA marker. The used methodology based on analysis of parsimony and
distance trees. As a result, the region 16S was able to identify only 22% of species while the
remain species could only be identified to genus or to infra-generic groups. Therefore, the
data suggest that the Gram negative and Gram positive bacteria have distinct mechanisms of
adaptation in environments polluted by lead and cadmium and that the 16S region is not an
efficient universal barcode marker, which should be used only as the first step on the
identification of bacteria. Although this study does not provide a final parameter for
ecological factors under consideration here, it provides an insight into the influence of the
plant habitat on bacterial communites, and the role of Gram in the mechanisms of tolerance. It

is hope to explore these aspects in the further studies.



Keywords: Santo Amaro. Rhizobacteria. Metal resistance. Contamination by lead and
cadmium. Molecular analysis with 16S.
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1 INTRODUCAO

Os metais sdo componentes naturais do solo. Alguns deles s&o essenciais para plantas e
bactérias, enquanto outros ndo tem fungdes bioldgicas até entdo conhecidas (Leyval et al.,
1997). O termo metal pesado inclui um grupo de metais e semi-metais associados a toxicidade
e com potencial poluidor, mesmo que alguns, em baixas concentracdes, sejam essenciais para
organismos vivos (Biondi, 2010). Os metais ndo podem ser degradados e se ndo forem
retirados, ocorre a acumulagéo progressiva e persistente do metal no solo (Biondi, 2010).

Biondi (2010) estima que a permanéncia destes metais em solo seja de 380 anos para Cd
e 3000 anos para Pb. Nas ultimas décadas, certas atividades industriais e agropecuarias tem
aumentado significativamente a concentracdo desses elementos quimicos em algumas areas,
tornando a poluicdo por metal um dos mais graves problemas ambientais atuais (Yan-de et al.,
2006).

O municipio de Santo Amaro (BA) é um exemplo de area contaminada por metais
resultante do processo industrial de fabricacdo de lingotes de chumbo. Na década de 50 foi
instalado nesta regido a Companhia Brasileira de Chumbo (COBRAC), um complexo minero-
metalUrgico cuja atividade resultou em forte contaminagdo do solo e da populacdo desta
regido com cadmio e, em maior quantidade, chumbo (Anjos, 2003).

Segundo Machado et al. (2004), este processo de contaminacdo se intensificou na
cidade baiana principalmente porque o chumbo, sendo um material granular e com capacidade
elevada de suporte, foi usado para pavimentacéo de ruas, além de ser usado na construcao de
casas e escolas. Quando ndo aproveitada, a esclria proveniente do chumbo era disposta a céu
aberto, préximo a margem do rio Subaé, fato que agravou a contaminacdo do ambiente e da
populacdo local (Anjos, 2003). Em 1994, a entdo chamada Plubum Mineradora (antiga
COBRAC) foi obrigada a reunir e soterrar seus dejetos em um vale, o que fez sem as devidas
medidas de protecdo, causando enorme impacto na salde publica, na economia local e no
meio ambiente, percebidos até os dias atuais (Anjos, 2003; Carvalho et al., 2003; Portella et
al., 2009).

Segundo a Assessoria de Comunicacdo Social da Secretaria da Saude do Estado da
Bahia, em abril de 2010 Santo Amaro contava 619 ex-trabalhadores da fabrica mortos em
decorréncia da contaminagdo por metais pesados e varios outros que sofreram sequelas. Além
disso, diversas pessoas que moravam no entorno da empresa também morreram ou sofreram
devido a contaminacdo. Segundo Pelegrini, da revista Carta Capital (2012), muitos moradores

apresentam saturnismo, além de problemas respiratdrios, motores e neuroldgicos.



20

Essa contaminacdo por metais pesados, principalmente chumbo, em Santo Amaro
consiste em um problema grave e de dificil solucdo. Instituicbes relevantes como a
Organizagdo Panamericana da Saude e a Alliance to End Childhood Lead Poisoning /
Environmental Defense Fund classificaram Santo Amaro como uma das regifes mais poluidas
do planeta (Carvalho et al., 2001). Tais poluentes ndo sdo facilmente retirados da natureza,
persistindo nesta indefinidamente, nem do corpo de individuos afetados (Carvalho et al.,
1996; Carvalho et al., 2003; Rajkumar e Freitas, 2008). De acordo com o médico Rodrigo
Muniz, em entrevista a Pelegrini (2012), a desintoxicagdo € feita ou naturalmente, esperando
0 organismo se livrar do metal (o que dura entre 20 a 30 anos) ou com aplicacdo de quelantes,
cujo uso possui elevado indice de mortalidade.

Contudo, a desintoxicacdo dos moradores ndo serd bem sucedida enquanto houver
poluentes no ar, agua, frutas, animais e solo. Neste ultimo, o nivel de metal pesado é elevado
e age diretamente sobre a microbiota local. Microrganismos desempenham importantes
funcGes no solo como decompor substancias complexas, proteger plantas de organismos
patogénicos, solubilizar fosfato e outros nutrientes, tendo destacada relevancia nos ciclos
biogeoquimicos (Abdelatey et al., 2011). Logo, sua existéncia no solo é relevante tanto para
outros organismos quanto para a propria manutencdo da estrutura do solo. Porém, a
contaminacdo altera esse integrado sistema ja que diminui a biomassa e diversidade da
microbiota, pois modifica moléculas e estruturas essenciais a sua sobrevivéncia como
membrana celular, enzimas e DNA (Rathnayake et al., 2009; Abd-Elnaby et al., 2011,
Chovanova et al., 2004).

Logo, para sobreviver a esta pressdo imposta, 0s microrganismos desenvolveram
mecanismos que auxiliaram a tolerar os contaminantes, além de retira-los ou amenizar sua
presenca no ambiente por meio de bombas de efluxo, detoxificacdo enzimatica, sequestro
ibnico intra e extra celular, dentre outros (Ron et al., 1992; Castro-Silva et al., 2003,
Rathnayake et al., 2009). Este processo de remoc¢do ou atenuacdo da toxicidade do poluente
no ambiente € conhecido como biorremediacdo, realizado por bactérias, plantas, algas e
fungos (Head, 1998; Zeng et al., 2010). Porém os organismos mais utilizados sdo as bacteérias,
as quais, além de retirar do solo ou amenizar a toxicidade do metal, provome a ligacdo do
poluente com constituintes do proprio solo (Hernandez et al., 1998; Zeng et al., 2010).

Nos dias atuais, alem da aplicacdo destes microrganismos, tolerantes a metais, em
processo de biorremediagdo, vem sendo largamente difundido, a utilizacdo destes também
como biosensor. O biosensoriamento consiste no uso de bactérias como sensores capazes de

detectar a biodisponibilidade de metais, além de distingui-los no ambiente (Kohler et al.,
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2000; Tauriainen et al., 2000; Magrisso et al., 2008). Nesta técnica, ha a ativacdo de genes
por um metal ou por um grupo de metais 0s quais desencadeiam a emissdo de um sinal
proporcional a concentracdo dos metais no ambiente: quanto maior é o sinal emitido pelo
gene, maior a biodisponibilidade do metal no ambiente (Magrisso et al., 2008).

Neste contexto, o isolamento e identificacdo de bactérias resistentes a metais pesados é
importante, pois serd a base de trabalhos futuros de detec¢éo e descontaminacdo de ambientes
poluidos. Este trabalho teve como objetivo isolar, identificar e avaliar a resisténcia de
rizobactérias aos metais chumbo e cadmio coletados de plantas localizadas no entorno das

antigas instalacdes da empresa Plumbum Mineradora em Santo Amaro, no estado da Bahia
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Isolar, identificar e avaliar toleréncia aos metais, chumbo e cAdmio, de rizobactérias de
plantas representativas em uma area altamente impactada por metais pesados, Santo
Amaro (BA).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar plantas (voucher) representativas na area de estudo, herborizar, identificar e
depositar no Herbario da UEFS

e Isolar as rizobactérias das plantas (nativas ou exdéticas) mais representativas na area;

e Identificar molecularmente as rizobactérias através da regido 16S rRNA,

e Verificar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em meios de cultura contendo
cadmio ou chumbo em concentracdes de 3,2 a 3200 pg/mL.

e Depositar as sequéncias identificadas no GenBank (GB) e depositar as linhagens na
Colecéo de Cultura de Microrganismos da Bahia— CCMB, da UEFS
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 0 CASO SANTO AMARO

Durante o processo produtivo da empresa Plumbum (antiga COBRAC), as escoérias
geradas eram compostas por metais pesados, como arsénio, cadmio, bismuto e,
principalmente, chumbo, os quais eram depositados no meio ambiente onde ficavam sujeitos a
intempéries quimicas ou bioldgicas (Sobral). Além disso, era langcado pelas chaminés da
fabrica material particulado constituido por PbO (litargirio), Pb3O4 (6xido salino de chumbo),
PbSOs (sulfato de chumbo). Agravando a situacdo, era emitido também SO, (anidro
sulforoso), que quando em época de chuvas gerava chuva &cida, tornando os metais sollveis
no meio ambiente (Sobral).

As atividades desta empresa duraram até 1993, ano de seu fechamento (Machado et al.,
2004.). Segundo Pelegrini (2012), durante os 33 anos de intensa producéo, foram depositados,
sem tratamento prévio, 490 mil toneladas destes residuos toxicos no entorno da fébrica,
préximo ao rio Subaé, e parte foi doada a administracdo municipal, a qual pavimentou ruas e
empregou em patios e muros de escolas e casas. Devido a esta dispersdo do contaminante,
elevados niveis de chumbo foram encontrados no solo, ar, 4gua desta regido e no sangue de
criangas e adultos santoamarenses (Carvalho et al. 1985, 1996 e 2003). Além da populacéo,
animais e vegetais da regido também apresentam altos niveis deste metal, o que agrava a
situacdo da populacdo, uma vez que esta consome carne de pequenos criadouros e hortas
locais (Carvalho et al., 2003).

Em abril de 2010, a Assessoria de Comunicacdo Social da Secretaria da Saude do
Estado da Bahia, noticiou que 619 ex-trabalhadores da fabrica morreram e varios apresentam
seqlielas, assim como seus parentes e pessoas que moravam no entorno da empresa. Quase 20
anos apos o encerramento de suas atividades, escérias no entorno da fabrica e residuos de
chumbo no sangue da populagéo ainda estéo presentes.

O problema de Santo Amaro, desde 2003, ja esta na esfera federal e a populacdo ainda

sofre as consequéncias da poluicao.

3.2 CARACTERISTICAS DO SOLO DE SANTO AMARO

O solo onde se encontra as antigas instalacdes da fabrica da Plumbum Mineradora é do

tipo residual de folhelho, de alto potencial expansivo, denominado popularmente de Massapé,



24

rico em argila montmorilonita 2:1 e levemente acido (pH em torno de 5 - 6) (Ribeiro et al.,
1991; Machado et al., 2004), sendo encontrado em extensas areas do Nordeste Brasileiro.

O solo argiloso tipo 2:1 tem as unidades celulares ligadas por forcas de van der Walls
compostas por camadas tetraédricas de silica cercadas por camada octaédrica de aluminio
(Dube et al., 2001). Em sua superficie é constituido por grupos hidroxil os quais tem
facilidade de trocar o hidrogénio por ions de Cd e Pb em pH acima de 6, apresentando,
portanto, uma grande capacidade de retencdo dos poluentes (Dube et al., 2001; Machado et
al., 2004). Na fig. 01 é observado particulas de chumbo (em branco) aderidas a argila do solo

de Santo Amaro (em cinza) (Lima e Bernardez, 2010).

Figura 01: Caracterizagdo do solo de Santo Amaro por microcopio eletrénico de varredura. Fonte: Lima e
Barnadez, 2010.

3.3 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é a menor concentracdo de uma substancia
que inibe o crescimento de um microrganismo (Madigan et al., 2010).

A determinacdo do CIM para metais é obtida em placas de Petri contendo meios de
cultura com distintas concentragdes de metal pesado aos quais microrganismos isolados séo
adicionados (CLSI, 2003). Ap6s 24 horas de incubagdo, o crescimento do microrganismo é
determinado por visualizacdo direta, sendo este comparado ao seu crescimento em meio sem
metal pesado (controle negativo) (Ostrosky et al., 2008).

A aplicacdo deste teste permite a rapida avaliacdo (24 horas) da resisténcia de
microrganismos aos metais de chumbo e cadmio, indicando a concentragdo méxima suportada

pelo metabolismo das cepas sob avaliagéo.
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3.4 TOLERANCIA DAS BACTERIAS A METAIS PESADOS DE CHUMBO E CADMIO

O chumbo e 0 cddmio sdo metais perigosos, muito estaveis, toxicos e ndo se degradam
na natureza (Kermani et al., 2010). Ambos o0s metais tem a capacidade de entrar nas células
de bactérias pelo sistema de regulacdo de ions, uma vez que as proteinas transmembranas ndo
diferenciam os metais de outros ions divalentes (Charrier et al., 2010).

No interior dos microrganismos, o cd&dmio e o chumbo causam danos irreversiveis as
células, pois se ligam a proteinas respiratorias e produzem oxigénios reativos (Lee et al.,
2001). Além disso, ambos os metais provocam nas células bacterianas reducdo na taxa de
crescimento, diminuicdo da densidade celular e causam a sua morte mesmo em niveis abaixo
de 1 ppm (Abou-Shanab et al., 2007; Abd-Elnaby et al., 2011).

Porém, algumas bactérias se adaptam a presenca desses metais em niveis superior a 1
ppm, proliferam e se tornam dominantes no ambiente (Kuiper et al., 2004). Para isto, estes
procariotos desenvolveram mecanismos de resisténcia que permitiram a sobrevivéncia nestas
condigdes estressantes (fig.02). Estes mecanismos, codificados por genes cromossomais ou
por loci plasmidiais, incluem: bombas de efluxo, acimulo e complexagdo do metal dentro da
célula, reducdo do contaminante a uma forma menos toxica (Abdelatey et al., 2011). Tais
respostas adaptativas, que envolvem, algumas vezes, mudancas fenotipicas, além de tornar as
bactérias resistentes aos metais, promovem a biorremediacdo de solos contaminados
(Gummersheimer e Giblin, 2003; Abou-Shanab et al., 2007; Kermani et al., 2010; Ahemad e
Malik, 2012).
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Figura 02: Principais mecanismos de tolerancia a metais pesados nas bactérias. Fonte:
http://www.esb.ucp.pt/twts/motor/display_textoNoMargins.asp?pagina=Investigacao65824083 &bd=ESB

3.4.1 POTENCIAIS USOS DE BACTERIAS TOLERANTES A METAIS PESADOS

Segundo Cruz-Vega et al., bactérias tolerantes a metais pesados apresentam
interessantes aplicacGes biotecnoldgicas. Dentre elas, a biorremediacdo € um processo
biotecnoldgico que remove ou reduz poluentes do ambiente, alterando muito pouco a matriz
do solo, ao contrario de processos fisicos ou quimicos, como escavagao, incineracdo e
extracdo com solventes que além de caros ndo garantem a remocdo permanente do
contaminante (Head, 1998; Garbisu e Alkorta, 2003; Rajkumar & Freitas, 2008). Logo, a
biorremediacdo é uma técnica promissora para despoluir o ambiente sem agredi-lo e tem
como uma das principais ferramentas a rizorremediagdo e a fitoremediagdo (Kuiper et al.,
2004).

A rizorremediacdo consiste na degracdo de poluentes por microrganismos que se
encontram nas raizes de plantas, as rizobactérias. Estas, segundo Hong et al. (2010) podem
ser classificadas em deletérias e em rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria — PGPR). Estas Gltimas utilizam os exsudatos de plantas
como fontes de carbono os quais estimulam a sobrevivéncia e a a¢do das rizobactérias no solo
(Kuiper et al., 2004; Hong et al., 2010). Algumas rizobactérias produzem hormonios
(auxinas, citocinas, giberelinas) que promovem o desenvolvimento das plantas hospedeiras
além de auxiliar na sobrevivéncia destas em ambientes contaminados por metais pesados
(Huang et al., 2005).



27

Além disso, estes procariotos resistentes participam do processo de fitoremediacédo
(Yan-de et al., 2006). Este consiste na descontaminacdo do ambiente com o uso de plantas, as
quais extraem, imobilizam, retem e/ou degradam contaminantes (Gerhardt et al., 2006).
Quando se trata de metais pesados, estes ndo podem ser degradados por plantas, apenas
extraidos ou estabilizados (Gerhardt et al., 2006). E para isto, as rizobactérias produzem
substancias, como o sideroforos e o biosurfactantes, que além de proteger as plantas dos
efeitos danosos dos metais, facilitam a bioremogéo destes no ambiente (fig. 3) (Rajkumar et
al., 2010; Rajkumar et al., 2012).
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Figura 03: Interacdo planta-Microrganismos em solo contaminado por metal pesado. Fonte: Rajkumar et al.,
2012.

Vérios estudos constataram que na presenca de metais como chumbo e cadmio,
rizobactérias sdo induzidas a produzirem sideréforos (Dimkpa et al.,, 2008; Sinha e
Mukherjee, 2008; Braud et al., 2009). Estes compostos apresentam alta afinidade ao ion ferro
(essencial a todas as formas de vida por participar de processos respiratorios e sintese de
DNA) além de formar estruturas estaveis com metais como cadmio e chumbo, aumentando a
solubilidade destes no ambiente e consequentemente facilitando a retirada destes do solo pelas
plantas (Silva-Estenico et al., 2005; Rajkumar et al., 2010). Por sua vez, os biosurfactantes
sdo moléculas anfipaticas que promovem a remocdo dos metais do solo por meio de
complexacdo. Este processo, quando realizado em solo argiloso (montimorilonita), é mais

eficiente com biosurfactantes anidnicos os quais precipitam cadmio e chumbo, tornando-os
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indisponiveis no ambiente e protegendo as plantas contra estes poluentes (Beveridge e
Pickering, 1983; Miller, 1995).

Outra utilizagdo promissora desses microrganismos resistentes € o biosensoriamento no
qual bactérias sdo imobilizadas em um transdutor e estas quando em contato com o metal
pesado produzem sinais bioquimicos que sdo convertidos em respostas elétricas, 0os quais
determinam e quantificam os poluentes ali presentes (D’Souza, 2001; Charrier et al., 2010).
Segundo D’Souza, 2001, estes procariotos funcionam como bons biosensores por serem
amplamente encontrados na natureza, por se adaptarem a condi¢des adversas além de serem
sensiveis a baixas concentracfes de poluentes no meio ambiente..

Portanto, a necessidade de se remediar locais poluidos proporcionou desenvolvimento
de tecnologias como a rizorremediacgdo, a fitoremediacdo e o biosensoriamento. Porém, estes
ainda necessitam de estudos com abordagens multidisciplinares, envolvendo microbiologia,

engenharia, ecologia, geologia e quimica (Boopathy, 2000).

35 BACTERIAS GRAM POSITIVAS X GRAM NEGATIVAS EM SOLOS
CONTAMINADOS

As bactérias podem ser divididas em dois grandes grupos: Gram positivas e Gram
negativas. Esta classificagdo se baseia em caracteristicas da parede celular que, apesar de
presente nos dois grupos, diferem quanto a estrutura quimica e fisica (Koneman et al., 2008).

A parede celular de bactérias tanto Gram positivas quanto Gram negativas é formada,
principalmente, por peptidoglicano, estrutura responsavel, juntamente com o citoesqueleto,
por dar forma e rigidez a célula bacteriana, além de constituir uma barreira fisica contra o
ambiente externo (Koneman et al., 2008). Porém, a parede celular das bactérias Gram
positivas é formada por uma espessa camada de peptidoglicano a qual possui, em sua
estrutura, acidos tecoicos cujos monémeros se unem por ligacdo fosfodiéster, conferindo a
parede uma carga negativa (Silhavy et al., 2010). Por sua vez, a parede celular das bactérias
Gram negativas é constituida por uma fina camada de peptidoglicano, além de uma membrana
externa composta por fosfolipideos e lipopolissacarideos, sendo estes Gltimos os responsaveis
por conferir carga negativa a este grupo de bactérias (Silhavy et al., 2010).

Estas diferencas fisicas e quimicas entre estes dois grupos conferem a estes
comportamentos distintos no meio ambiente, inclusive em ambientes poluidos com cadmio e
chumbo (Silver, 1998). Nas Gram positivas, a resisténcia ao cadmio é conferida pelo sistema

Cd?* ATPase, responsavel pelo efluxo do metal da célula, enquanto que chumbo é acumulado
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no meio intracelular sob a forma Pb3(PO4)2. Por sua vez, nas Gram negativas, o cadmio é
bombeado por um complexo formado por trés polipeptideos localizado nas membranas
plasmética (CzcA), externa (CzcC) e em ambas as membranas (CzcB), enquanto que ao
chumbo a resisténcia é conferida por ATPase efluxo (Silver, 1998).

Estes mecanismos de resisténcia sdo regulados por genes que podem estar em
cromossomos ou nos plasmideos (Silver, 1998). Porém, independentemente dos mecanismos
de resisténcia empregado por cada tipo de bactéria, estes proporcionam, além da
sobrevivéncia em ambientes com elevada contaminagdo por metais, a retirada destes do

ambiente (Belliveau et al., 1987), promovendo a biorremediacdo do ambiente.

3.6 IDENTIFICACAO MOLECULAR DE BACTERIAS

A classificacdo de bactérias apresentou diversas abordagens ao longo dos anos, tendo
seu inicio no século XIX, durante o qual estes procariotos eram separados em grupos com
base em sua morfologia, tamanho e motilidade (Janda e Abbot, 2002). No inicio do século
XX surgiu o agar o que possibilitou a classificacdo por meio de testes bioquimicos. Em 1957,
com a introducdo dos computadores foi possivel a aplicacdo da taxonomia numeérica que
consiste em classificar os organismos pela quantidade de caracteristicas bioquimicas e
morfolégicas em comum (Janda e Abbot, 2002). Com esta técnica, houve um aprimoramento
na identificacdo fenotipica de bactérias, porém nédo fornecia informacdes acerca das relacoes
filogenéticas entre os procariotos (Schleifer, 2009).

Somente na década de 80 surgiu um padrdo de identificacdo que estabelecia relacdo
filogenética entre os seres vivos (Clarridge, 2004). Woese e seus colaboradores demonstraram
que o uso de regides conservadas do cddigo genético poderia ser empregado para estabelecer
relacBes filogenéticas entre os seres vivos, tanto de procariotos quanto eucariotos (Woese et
al., 1985; Woese, 1987; Clarridge, 2004).

Woese et al. (1985) foram os primeiros a relacionar filogeneticamente bactérias com
base nas regides de DNA ribossomal 5S, 16S e 23S. Em relacéo a estas regides, a 16S é a
mais utilizada atualmente, pois o0 gene 5S, por conter 120 nucleotideos, ndo é considerado
eficiente para inferéncias filogenéticas enquanto que o 23S, além de muito longo (2900
nucleotideos), ndo possui iniciadores de amplo espectro bem estabelecido (universais) (Hunt
et al. 2006; Pei et al., 2009). Logo, a preferéncia pelo 16S se deve por este possuir tamanho
longo suficiente para obter boa resolucédo filogenética (aproximadamente 1550 pares de base),

estar presente em todas as bactérias e por possuir regifes conservadas, que permitiram o
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desenho de iniciadores universais, e outras regiGes variaveis, as quais permitem comparacoes
taxondmicas (Clarridge, 2004; Janda e Abbot, 2007; Schleifer, 2009).

Além de estabelecer relacGes filogenéticas, o 16S rRNA é utilizado para discriminar
procariotos em género e até mesmo espécie (Bavykin et al., 2008). Porém, esta regido ndo €
sensivel o bastante para distinguir entre sequéncias com similaridades acima de 97% e nao
diferencia sequéncias de bactérias que existem como genomovares. (Brenner et al., 2005;
Mignard e Flandrois, 2006; Janda e Abbot, 2007).

Para estas cepas com sequéncias muito proximas e genomovares é indicada a analise
polifasica, a qual propde a analise de dados fenotipicos (testes bioguimicos),
guimiotaxonémicos (composicdo de &cidos graxos), genotipicos (DNA fingerprint) e
filogenéticos (16S-23S rRNA), integrando os resultados e acordando seu dados em uma
classificagdo com o minimo de contradi¢cbes (Vandamme et al., 1996; Schleifer, 2009).
Porém, segundo Gevers et al. (2006), esta técnica ndo é bem aceita pelos pesquisadores. Por
ser muito laboriosa, levaria muito tempo para descrever, nomear e organizar a grande
diversidade de microrganismos em um sistema de classificacdo satisfatorio, além de possuir
alto custo de execucéo e exigir equipamentos sofisticados (Gevers et al., 2006; Djelouadji et
al., 2008; Harmsen e Karch).

Por isso, muitos pesquisadores optam por classificar os microrganismos somente

utilizando o 16S rRNA por ser este método rapido e menos laborioso (Gevers et al., 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AREA DE COLETA DE SOLO RIZOSFERICO

As coletas de solo rizosférico foram realizadas no entorno das antigas instalaces da
empresa Plumbum Mineradora (antiga COBRAC), localizada no municipio de Santo Amaro,
Bahia (Fig. 04 e 05), nos seguintes pontos de GPS: S1232.267 / W38 43.787, S1232.234 /
W38 43.883, S1232.246 / W3843.972 e S1232.207 / W38 43.813.

Figura 04: Localizagdo do municipio de Santo Amaro - BA. Fonte: Google Map.
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Figura 05: Entorno das antigas instalagdes da Plumbum Mineradora e pontos de coleta. A. Entorno das
antigas instalacdes; B. Antiga linha de trem; C e D. Pontos de coleta. Fotos: Adriana Fidelis.

4.2 ANALISE QUIMICA E FISICA DO SOLO DE SANTO AMARO

A coleta de solo para as andlises fisica e quimica foram feitas de acordo com normas do
CETESB, modificadas. A area em estudo foi subdividida de modo aleatério estratificado,
tomando como referéncia a chaminé das antigas instalacfes da fabrica. Dez locais foram
selecionados de modo aleatdrio e de cada um foi retirado 3Kg de solo, numa profundidade de
0—40cm.

Em laboratério, os 30Kg de solo foram homegeneizdos e desta mistura retirou-se 5009
de solo, o qual foi enviado ao Laboratério de Solos e Nutrigdo de Plantas e ao Laboratério de
Fisica do Solo, ambos localizados na Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas —
BA (EMBRAPA, 1999).

4.3 COLETA DE PLANTAS
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As coletas de plantas foram realizadas pelo boténico Dr. José Floriano B. Pastore da
Universidade Estadual de Feira de Santana. A coleta e herborizacdo dos espécimes seguiram a
metodologia e sugestdes de Walter e Cavalcanti (2005). Quanto aos materiais testemunhos
(vouchers), estes foram depositados no Herbario da Universidade Estadual de Feira de
Santana (HUEFS), Bahia. As plantas coletadas foram identificadas por compara¢do com o0s
especimes previamente identificados pelos especialistas no herbario da HUEFS (Herbario da
Universidade Estadual de Feira de Santana) e sempre que necessario uma duplicata foi
enviada aos botanicos especialistas para confirmar a identificagdo prévia.

A lista de plantas coletadas se encontra na Tabela 01, seguidos do numero de
herbario da UEFS
http://herbario.uefs.br/index.php?option=com_content&view=article&id=16&Itemid=12&lan

identificacdo no (acesso pelo site:

g=pt), nimero do voucher, familia da planta coletada, seu género ou espécie e autor que

descreveu a planta.

Tabela 01: Plantas coletadas no entorno das antigas instalagdes da fabrica Plumbum. *N&o identificada por
especialista.

N° HUEFS N° voucher Familia Género / Especie Autor
184469 JFP3273 Lamiaceae Ocimum selloi Benth.
184471 JFP3275 Convolvulaceae Ipomoea asarifolia Roem. & Schult.
184472 JFP3276 Leguminosae Mimosa pigra L.
184473 JFP3277 Leguminosae Indigofera spicata Forssk.
184478 JFP3282 Acanthaceae Justicia sp. -
184641 JFP3707 Rubiaceae Borreria sp. -
184648 JFP3714 Lythraceae Cuphea sp. -
184652 JFP3718 Asteraceae * -
184656 JFP3722 Acanthaceae Ruellia sp. -
184660 JFP3726 Malvaceae Sida sp.

184661 JFP3727 Scrophulariaceae * -
184664 JFP3730 Campanulaceae Lobelia sp. -


http://herbario.uefs.br/index.php?option=com_content&view=article&id=16&Itemid=12&lang=pt
http://herbario.uefs.br/index.php?option=com_content&view=article&id=16&Itemid=12&lang=pt
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184667 JFP3733 Lamiaceae Mesosphaerum pectinata (L)) Kuntze

184669 JFP3735 Scrophulariaceae * -

184670 JFP3736 Asteraceae * -

184672 JFP3738 Lamiaceae Hyptis sp. -

184674 JFP3740 Campanulaceae * -

- Sem voucher Convolvulaceae * -

- Sem voucher Leguminosae Erythrina velutina Willd.

- Sem voucher Moraceae Cecropia pachystachya Trécul

- Sem voucher Rubiaceae - -

4.4 COLETA, ISOLAMENTO E PRESERVACAO DE RIZOBACTERIAS

As amostras de solo rizosférico foram coletadas, segundo Roque e Melo (2000),
modificado. Com auxilio de um trado manual, as raizes das plantas da Tabela 01 foram
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acondicionadas em frascos de vidro previamente esterilizados, os quais foram mantidos em
isopor a temperatura entre 10°-15°C para serem transportados ao laboratorio.

Quando em laboratdrio, o solo aderido as raizes das plantas coletadas foi fragmentado
manualmente de maneira asséptica. Em seguida, foi retirado 5g de cada ponto amostral e
adicionados em Erlenmeyer contendo 45mL de solucdo salina a concentracdo de 0,45%
(Roque e Melo, 2000). As amostras foram incubadas em agitador orbital a 150rpm a 28°C
durante 48h. Ap0s este procedimento, foram realizadas diluicdes seriadas com agua estéril de
102,103, 10* e 10°°, retirando-se aliquotas de 1mL das duas Gltimas dilui¢Bes, as quais foram
semeadas, em triplicata, em placas de Petri contendo 4gar BHI (Brain Heart Infusion agar).
As diversas coldnias que cresceram nesse meio de cultura apds 24-72 horas foram inoculadas,
separadamente, em placas contendo o mesmo meio, até obtencdo de colénias puras.

As linhagens, entdo, isoladas foram preservadas em ultra-freezers a -80°C em solugéo
contendo 800uL de BHI e 200uL de glicerol 100% (Moriwaki et al., 2009).

4.5 IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

45.1 Extracdo e purificacdo de DNA

A extragdo e obtengdo do DNA foram feitas de acordo com a metodologia Doyle e
Doyle (1990), com modificagdes.

Colbnias puras, crescidas em meio BHI agar (Brain Heart Infusion agar) por 24h/48h,
foram inoculadas em microtubos contendo 1mL de BHI caldo. Apds 48h a 28°C, as colbnias
foram centrifugadas a 13rpm por 15 minutos. Retirado o sobrenadante, adicionou-se ao
precipitado 200puL de Tampédo cloreto de sddio — Tris — EDTA (STE buffer), centrifugando
novamente a 13rpm por 15 minutos.

Retirado o sobrenadante, foi acrescentado ao precipitado 150puL de detergente brometo
de cetiltrimetilaménia (CTAB) e deixado em banho-maria a 60°C por 15 minutos. Em
seguida, adicionou-se ao microtubo 150uL de solugdo cloroférmio-alcool isoamilico (1:24),
deixando-o0 no agitador (shaker) a 60rpm. Passados 15 minutos, centrifugou-se a solugdo a
13rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi passado para microtubo estéril e foi acrescido a
este 400uL de isopropanol gelado de concentragdo 100% a fim de precipitar o DNA.

A seguir, as amostras foram colocadas no freezer por 24 horas. Retiradas do freezer

foram, entdo, centrifugadas por 15 minutos para precipitacdo e formacao do pellet. Retirado
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sobrenadante, o pellet foi lavado duas vezes com 150uL de etanol 70% nédo gelado e
centrifugado por 5 minutos a 13rpm.

Depois de retirado sobrenadante, o pellet foi secado em estufa por 10 minutos e 0 DNA
foi suspendido em 20puL de Tampdo TE.

45.2 Amplificacdo e sequenciamento

A regido 16S do DNA bacteriano foi amplificado por meio da técnica de PCR (Reacéo
em Cadeia da Polimerase) utilizando os pares dos iniciadores (primers) universais, segundo
Youssef et al. (2009), F27 (5°- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’) e R1492 (5°-
GGTTACCTTGTTACGACTT -3%); F27 (5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3°) e R805
(5’ - GACTACCAGFFTATCTAATC - 3°) e F785 (5” - GGATTAGATACCCTGGTA -3") e
R1492 (5’- GGTTACCTTGTTACGACTT - 3’) e kit Master Mix Top Taq (QIAGen) (Fig.
06).

27F l I 785F

< 805R 1492R  fum

Figura 06: Fitas de DNA com primers universais anelados.

A reacdo de amplificacdo foi realizada usando 5mL de Top Tag (QIAGen), 5-10ng de
DNA total, 2.25pmol de iniciador (primer), sendo o volume da reagéo ajustado para 10ml com
H2O ultrapura. A amplificacdo foi feita usando hot-start e os parametros para amplificar os
fragmentos de DNAr nas comunidades bacterianas deste trabalho foram: 1 ciclo inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 1 min,
anelamento a 55 °C por 1 min, e extensdo a 72 °C por 2 min. A extensdo final ocorreu a 72°C
por 7 min.

O produto do PCR foi quantificado, precipitado com solugdo Polietileno Glicol (PEG) —
6000 macrogol e ao final o DNA foi suspenso em agua ultrapura para concentracao estimada
de 100ng/mL. Quantificado o DNA, este foi submetido a reacdo de sequenciamento em um
volume final de 9,3pL. Ao final desta reacdo, o DNA foi precipitado com isopropanol em

concentracéo de 80%, limpo com etanol concentrado a 70% e colocado em estufa para secar.
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Depois de secas, as amostras foram suspensas em formamida e sequenciadas. A reacao
de sequenciamento foi feita usando o conjunto de reagentes do BigDye Terminator (v.3.1;
Applied Biosystems), ajustados para um volume final de 10 pL. Os produtos da reacdo de
sequenciamento foram, ent&o, analisados em um sequenciador modelo ABI3730XL (Applied
Biosystem/Life Technologies Corporation, Carlsbad, California, U.S.A.) seguindo as
instrucdes do fabricante. As sequéncias originais foram emparelhadas, para formar sequéncias

Unicas, e editadas na plataforma Geneious (Drummond et al., 2012).

4.5.3 Métodos computacionais

4.5.3.1 ANALISE COMPARATIVA DE SEQUENCIAS (BLAST)

As sequéncias ajustadas no Geneious foram comparadas com sequéncias depositadas no
banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nih.gov) através do algoritmo BLAST (Altschul et
al., 1997), a fim de comparar as sequéncias das amostras deste trabalho com as depositadas no
GenBank (GB).

4.5.3.2 Anélise de distancia

A analise de distancia foi feita com base na regido 16S rRNA, utilizando o programa
Geneious. Cada sequéncia obtida neste trabalho foi alinhada as sequéncias semelhantes do GB
(selecionadas pela busca no BLAST), em um alinhamento multiplo, o qual foi gerado
automaticamente pelo Geneious e ajustado manualmente quando necessario. Em seguida, foi

gerada a arvore pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado no modelo Tamura-Nei.

4.5.3.3 Anélise de parcimdnia

A analise de parcimdnia foi conduzida pelo programa PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2000)
no qual foram feitas buscas heuristicas gerando arvores mais parcimoniosas. As buscas
heuristicas foram feitas com 10 replicacGes e em cada uma dessas foram salvas 10 arvores e é

apresentado o consenso estricto de todas as arvores encontradas em cada uma dessas analises.
4.5.4 Método de identificacdo das bactérias a partir do 16S
Foi necessario padronizar uma metodologia a fim de identificar bactérias pelo 16S.

Desta forma tem-se:

4.5.4.1 Associacao Direta Monofilética


http://www.ncbi.nih.gov/
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Neste tipo de Associacdo a amostra se agrupa com uma unica espécie obtida do GB, a
qual é monofilética, ou seja, seus individuos ndo ocorrem em nenhum outro lugar da arvore
(fig. 07). Desta forma, é assumido que a amostra pertence a espécie com a qual ela se

relaciona na andlise.

amostra

B2

especie B

c1

c2

especie G3

Figura 07: Simulacdo de uma Associacdo Direta Monofilética. A amostra se agrupa com uma Unica espécie
obtida do GB, espécie B, a qual & monofilética.

4.5.4.2 Associacdo Indireta Monofilética

Na Associacao Indireta Monofilética (fig. 08), a amostra é grupo-irmdo do clado que
inclui apenas uma espécie. Desta forma assume-se que ou a amostra pertence a espécie com a
qual é grupo-irmao ou é uma espécie proxima ainda ndo descrita. Por isso optamos por usar 0

termo em latim “aff.” (= similar a), ja consagrado na taxonomia.

amostra

especie B

especie B 1

especie G 2

especie C 1

especie C

Figura 08: Simulagdo de uma Associacdo Indireta Monofilética. A amostra é grupo-irmédo do clado que
inclui apenas uma espécie (B).
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4.5.4.3 Associacgdo Direta de Grupo

Na Associacdo Direta de Grupo (fig. 09), a amostra se agrupa a espécies distintas
obtidas do GB as quais sdo monofiléticas, ndo ocorrendo em outro lugar da arvore. Essa
Associacdo é caracterizada pela resolucdo insuficiente do 16S para separar as espécies. Desta

forma é dado um nome ao grupo, o qual é atribuido também a amostra.

especie E
especie D

especie B

amostra

especie C1

especie B1

especie C 2

Figura 09: Simulacdo de uma Associacdo Direta de Grupo. A amostra se agrupa a espécies distintas (B e C)
obtidas do GB as quais sdo monofiléticas.

4.5.4.4 Associacdo Direta Parafilética

Na Associacdo Direta Parafilética (fig. 10), a amostra se agrupa a uma Unica espécie
obtida do GB em um clado monofilético. Entretanto, na andlise feita com a regido 16S, esta
espécie surge como parafilética, associando-se a um outro grupo de espécie obtidas do GB
(fig. 10).

Apesar da amostra estar associada diretamente ao clado, as espécies com  que ela se
associa ndo é recuperada como monofilética. Desta forma assume-se que ou a delimitacdo da
espécie ndo é monofilética ou hd problemas de identificacdo das amostras que foram
depositadas no GB. Desta forma, para se denominar a amostra, optou-se pelo termo em latim

“cf.” (= comparado a), ja consagrado na taxonomia.
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ieB1

amostra

especie B 2

igB3

Cc1

especie C 2

Fig. 10: Simulacdo de uma Associacdo Direta Parafilética. A amostra se agrupa a uma Unica espécie (B)
obtida do GB em um clado monofilético. Entretanto, na analise feita com a regido 16S esta espécie do GB
surge como parafilética, associando-se a um outro grupo de espécie (C) também obtidas do GB.

4.5.4.5 Posicéo Isolada

A Posicdo Isolada (fig. 11) é caracterizada quando a amostra aparece como grupo-irmao
de espécies que surgem como monofiléticas e com boa resolugdo na analise. Desta forma, a
amostra ndo esta associada claramente a nenhuma espécie incluida na analise. As amostras

encontradas em Posicdo Isolada sdo consideradas potencialmente espécies ainda ndo descritas.

especie A1
especie E
amostra

especie C1

especie C 2

especie D

espacie D1

especie B

especie B1

Figura 11: Simulagdo de uma Posicéo Isolada. A amostra aparece como grupo-irméo de espécies que surgem
como monofiléticas (C, D e B)



41

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DE METAIS
PESADOS

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para cada isolado foi determinado de acordo
com a metodologia Malik e Jaiswal (2000).

Para este teste foi utilizado os sais PbCl> e CdSOs, diluidos em &gar nutriente para se
obter concentracbes de 3.2, 6, 12, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1050, 1400, 1600 e 3200
ug/mL. Este, apds solidificado, foi inoculado com isolados de bactérias obtidos em &gar
nutriente sem metal (controle negativo). Em seguida, as placas foram incubadas a 28°C por 24
ou 120 horas.

A concentracdo minima do metal que inibiu a multiplicacdo do isolado bacteriano em
24h foi considerada o CIM do experimento. Isolados bacterianos que ndo cresceram nas
primeiras 24 horas foram acompanhados por mais 120 horas como dados adicionais deste

experimento.
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO FiSICA E QUIMICA DO SOLO DE SANTO AMARO

O solo da area amostrada de Santo Amaro é classificado quanto a sua textura como
‘muito argiloso’, como pode ser verificado na figura A, na qual observa-se que 67% do solo é
constituido por argila. Além disso, tem um pH levemente alcalino (pH 7,7) e apresenta
elevada quantidade de matéria organica (fig. B)

Granulometria(g/kg)

16 15
12

6 4
W Ar. Muito grossa
W Areia grossa

M Areia média

M Areia fina

W Ar. Muito fina

M Areia total

m Silte

W Argila

Figura A: Caracterizacéo fisica do solo.
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Caracteristicas Valor

pH em CaCl2 7,2

K (cmolc/dm3) 0,62

Mg (cmolc/dm?) 16,80

Al (cmolc/dm3) 0,0

H+Al (cmolc/dm?) 0,00

CTC (cmolc/dm3) 43,32

Fe (mg/dm3) 136,17

Mn (mg/dm?) 128.92

Figura B: Resultado analitico quanto a fertilidade do solo.
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5.2 VISAO GERAL DE FAMILIAS E GENEROS ASSINALADOS

Neste trabalho foram isolados 154 microrganismos os quais se distribuiram entre as
familias e géneros conforme a tabela 2, abaixo:

Tabela 02: Familias e géneros de bactérias identificados por meio do 16S rRNA e a quantidade isolada.
*Espécies distinguiveis pela andlise do 16S rRNA.

Quantidade de

Familia Género Quantidade amostral N
espécies

Bacillus 24 3

Bacillaceae

Lysinibacillus 13 4

Comamonadaceae Comamonas 1 1

Enterobacter

Klebsiella

Providencia

Enterococcaceae Enterococcus 2 1

Microbacterium




Moraxellaceae
Planococcaceae
Pseudomonadaceae
Staphylococcaceae
Streptococcaceae

Xanthomonadaceae

Acinetobacter
Kurthia
Pseudomonas
Staphylococcus
Lactococcus

Stenotrophomonas

5.3 BACTERIAS GRAM POSITIVAS X GRAM NEGATIVAS

45

Os graficos da fig. 12 representam as quantidades de espécies de bactérias gram-

positivas e gram-negativas isoladas do solo de Santo Amaro. Observa-se que a quantidade de

espécies Gram negativas € maior que as Gram positivas.

60

50

40

30

{(valor bruto)

20

Quantidade de espécies de bactérias

Gram Positivo

Gram Negativo

M Coloracdo de Gram

Figura 12: Quantidade de espécies Gram positivas e Gram negativas isoladas do solo de Santo Amaro.
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5.4 IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS OBTIDAS COM BASE NA ANALISE DO 16S
rRNA

Os microrganismos isolados foram primeiramente identificados com o ndmero de
extracao e apds analises das arvores de distancia e parcimonia, com base na regido 16S rRNA,

foi possivel identificar até espécie ou somente em género (tabela 03).

Tabela 03: Nomes propostos para as bactérias isoladas com base no 16S rRNA e o tipo de associacdo que
elas formam com as espécies obtidas do GB: Associacdo Direta Monofilética (A.D.M.); Associacdo Direta
de Grupo (A.D.G.); Posicdo Isolada (P.l.) e Associacdo Direta Parafilética (A.D.P.). *Espécies cujo tipo de
Associacgdo néo foi possivel definir.

Familia Amostras (n. Nome proposto Figura Tipo de
de extracao) prop g Associacao
Acinetobacter cf.
Moraxellaceae 2086.09 calcoaceticus 47 e 48 A.D.P.
(2086.09)
Acinetobacter cf.
Moraxellaceae 2070.05 calcoaceticus 47 e 48 A.D.P.
(2070.05)
Acinetobacter cf.
Moraxellaceae 2070.02 calcoaceticus 47 e 48 A.D.P.
(2070.02)
Acinetobacter cf.
Moraxellaceae 2118.01 calcoaceticus 47 e 48 A.D.P.
(2118.01)
Acinetobacter cf.
Moraxellaceae 211411 calcoaceticus 47 e 48 A.D.P.
(2114.11)
Acinetobacter cf.
Moraxellaceae 2246.01 calcoaceticus 47 e 48 A.D.P.
(2246.01)
Acinetobacter sp.1 *
Moraxellaceae 2114.15 (2114.15) 47 e 48
. Bacillus nealsonii
Bacillaceae 2086.10 (2086.10) 15e 16 A.D.M.
. Bacillus nealsonii
Bacillaceae 2114.06 (2114.06) 15e 16 A.D.M.
. Bacillus Grupo
Bacillaceae 2070.10 subtilis (2070.10) 15e16 AD.G.
. Bacillus Grupo
Bacillaceae 2070.20 subtilis (2070.20) 15e 16 AD.G.
. Bacillus Grupo
Bacillaceae 2085.02 subtilis (2085.02) 15e16 AD.G.
. Bacillus Grupo
Bacillaceae 2070.01 subtilis (2070.01) 15e 16 A.D.G.
. Bacillus Grupo
Bacillaceae 2070.08 subtilis (2070.08) 15e 16 AD.G.
. Bacillus Grupo
Bacillaceae 2085.06 subtilis (2085.06) 15e 16 A.D.G.
Bacillaceae 2086.04 Bacillus Grupo 15¢ 16 AD.G.

subtilis (2086.04)
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Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

Bacillaceae

2086.25

2114.01

2117.22

2103.32

2086.19

2070.06

2070.15

2114.21

2103.30

2086.13

2086.22

2085.10

2086.21

2118.08

2118.09

2085.01

2117.13

2117.24

2117.20

2117.21

2085.12

2118.12

2118.10

2085.11

2086.18

2114.09
2120.02

Bacillus Grupo
cereus (2086.25)
Bacillus Grupo
cereus (2114.01)
Bacillus Grupo
cereus (2117.22)
Bacillus Grupo
cereus (2103.32)
Bacillus Grupo
cereus (2086.19)
Bacillus Grupo
cereus (2070.06)
Bacillus Grupo
cereus (2070.15)
Bacillus Grupo
cereus (2114.21)
Bacillus Grupo
cereus (2103.30)
Bacillus Grupo
cereus (2086.13)
Bacillus Grupo
cereus (2086.22)
Bacillus Grupo
cereus (2085.10)
Bacillus Grupo
cereus (2086.21)
Bacillus Grupo
cereus (2118.08)
Bacillus Grupo
cereus (2118.09)
Exiguobacterium

acetylicum-indicum

(2085.01)
Lysinibacillus
xylanilyticus

(2117.13)
Lysinibacillus

sphaericus

(2117.24)
Lysinibacillus

sphaericus

(2117.20)
Lysinibacillus

sphaericus

(2117.21)
Lysinibacillus

sphaericus

(2085.12)
Lysinibacillus

sphaericus

(2118.12)
Lysinibacillus

fusiformis (2118.10)

Lysinibacillus

fusiformis (2085.11)

Lysinibacillus

fusiformis (2086.18)

Lysinibacillus

fusiformis (2114.09)

Lysinibacillus

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

15e 16

17e18

19e 20

19e 20

19e 20

19e 20

19e 20

19e 20

19e20

19e 20

19e20

19e 20
19e 20

AD.G.

AD.G.

AD.G.

AD.G.

AD.G.

AD.G.

AD.G.

AD.G.

A.D.G.

AD.G.

A.D.G.

AD.G.

A.D.G.

AD.G.

A.D.G.

AD.G.

A.D.M.

A.D.M.

A.D.M.

A.D.M.

A.D.M.

A.D.M.

A.D.M.

A.D.M.

A.D.M.

A.D.M.
A.D.M.




H h
%

Lysinibacillus
. macroides-
Bacillaceae 2114.12 boronitolerans 19e 20 A.D.G.

(2114.12)

Comamonas
Comamonadaceage 2117.16 testosteroni 23e24 A.D.M.
(2117.16)

Enterococcus
gallinarum-
casseliflavus

(2085.09)

Enterococcaceae 2085.09 39¢e40 A.D.G.

Aeromonas sp.2
(2086.31)

Aeromonadaceae 2086.31 13e14 *

Pseudochrobactrum
saccharolyticum-
asaccharolyticum

(2117.15)

Brucellaceae 2117.15 21e22 A.D.G.

Klebsiella cf.

variicola (2085.15) 3le32 ADP.

Enterobacteriaceae 2085.15

Citrobacter
Enterobacteriaceae 2086.27 amalonaticus- 25e 26 A.D.G.
farmeri (2086.27)

Citrobacter sp.3

*
(2086.36) 25e26

Enterobacteriaceae 2086.36

Citrobacter sp.3

2118.04 (2118.04)

Enterobacteriaceae 25e 26 *

Citrobacter sp.4
(2117.02)

Enterobacteriaceae 2117.02 25e 26 *

Citrobacter sp.4

2114.16 (2114.16)

Enterobacteriaceae 25e 26 *

Enterobacter sp.1

2114.04 (2114.04)

Enterobacteriaceae 27e28 *
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Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

2246.08

2246.02

2086.23

2114.14

2070.07

2085.08

2070.09

2086.01

2118.13

2246.07

2086.14

2103.23

2114.10

2114.08

2086.05

2114.05

2085.07

2086.28

2086.16

2117.23

2086.11

2086.15

2086.26

2120.04

2117.14

2117.04

2086.02
2086.08

Enterobacter sp.2
(2246.08)
Enterobacter sp.3
(2246.02)
Enterobacter sp.3
(2086.23)
Enterobacter sp.4
(2114.14)
Enterobacter sp.5
(2070.07)
Enterobacter sp.6
(2085.08)
Enterobacter sp.7
(2070.09)
Enterobacter sp.8
(2086.01)
Enterobacter sp.9
(2118.13)
Enterobacter sp.10
(2246.07)
Enterobacter sp.10
(2086.14)
Enterobacter sp.11
(2103.23)
Enterobacter sp.12
(2114.10)
Enterobacter cf.
cloacae (2114.08)
Enterobacter cf.
cloacae (2086.05)
Enterobacter cf.
cloacae (2114.05)
Enterobacter cf.
cloacae (2085.07)
Enterobacter cf.
cloacae (2086.28)
Enterobacter
cancerogenus
(2086.16)
Enterobacter
hormaechei
(2117.23)
Enterobacter
hormaechei
(2086.11)
Enterobacter
hormaechei
(2086.15)
Enterobacter
hormaechei
(2086.26)
Enterobacter kobei
(2120.04)
Enterobacter sp.
nov.1 (2117.14)
Enterobacter sp.
nov.l (2117.04)
Pantoea eucrina
(2086.02)

Pantoea eucrina

27e28

27¢e28

27e28

27 ¢ 28

27 ¢ 28

27 ¢ 28

27e28

27¢e28

27 ¢ 28

27 ¢ 28

27 ¢ 28

27e28

27¢e28

27e28

27 ¢ 28

27 ¢ 28

27 ¢ 28

27e28

27¢e28

27 ¢ 28

27 e 28

27e28

27¢e28

27 ¢ 28

27e28

27 ¢ 28

33e 34
33e34

A.D.P.

A.D.P.

A.D.P.

A.D.P.

A.D.P.

A.D.M.

A.D.M.

P.1.

P.1.

A.D.M.
A.D.M.
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o

(2086.08)
Pantoea cf.
Enterobacteriaceae 2086.03 anthophila/agglome 33e34 A.D.P.
rans (2086.03)

Providencia sp.2

(2118.03) 35¢36 )

Enterobacteriaceae 2118.03

Providencia sp.2

2103.27 (2103.27)

Enterobacteriaceae 35e36

Serratia sp.1

2086.30 (2086.30)

Enterobacteriaceae 37e38 *

Serratia sp.1

2246.05 SR *

Enterobacteriaceae 2246.05

Serratia sp.2

*
(2114.24) 37e38

Enterobacteriaceae 2114.24

Serratia sp.3

2117.11 SR *

Enterobacteriaceae 2117.11

Serratia sp.5

(2117.09) 3738 *

Enterobacteriaceae 2117.09

Serratia sp.6

2070.16 (2070.16)

Enterobacteriaceae 37e38 *

Serratia sp.6

(2086.07) 3738 *

Enterobacteriaceae 2086.07

Serratia sp.7

2085.13 (2085.13)

Enterobacteriaceae 37e38 *

Serratia sp.7
(2086.34)

Enterobacteriaceae 2086.34 37e38 *

Serratia sp.7

(2114.19) 3738 -

Enterobacteriaceae 2114.19

i *
Enterobacteriaceae 2086.35 Serratia sp.7 37e38
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Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Microbacteriaceae

Microbacteriaceae
Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Micrococcaceae
Micrococcaceae
Micrococcaceae
Planococcaceae
Planococcaceae
Pseudomonadaceae
Pseudomonadaceae
Pseudomonadaceae

Pseudomonadaceae

Pseudomonadaceae

Pseudomonadaceae

Pseudomonadaceae

Staphylococcaceae
Streptococcaceae
Streptococcaceae

Streptococcaceae

2086.32

2085.16

2103.21

2114.23

2114.20

2118.14

2246.03

2114.07

2085.03

2086.17

2070.11

2070.12

2070.04

2085.04

2103.25

2103.26

2114.03

2117.06

211418

2117.01

2117.10

2114.17

2117.19

2086.12

2086.43

2086.41

2086.38

(2086.35)

Serratia sp.7
(2086.32)
Serratia sp.7
(2085.16)
Serratia sp.7
(2103.21)
Serratia sp.7
(2114.23)
Serratia
nematodiphila
(2114.20)
Serratia
nematodiphila
(2118.14)
Serratia
nematodiphila
(2246.03)
Leucobacter aff.
Chromiireducens
(2117.04)
Microbacterium
sp.1 (2085.03)
Microbacterium
sp.2 (2086.17)
Arthrobacter sp.1
(2070.11)
Arthrobacter sp.1
(2070.12)
Arthrobacter sp.1
(2070.04)
Arthrobacter sp.2
(2085.04)
Kurthia sp. nov.1
(2103.25)
Kurthia sp. nov.1
2103.26
Pseudomonas sp.1
(2114.03)
Pseudomonas sp.2
(2117.06)
Pseudomonas sp.2
(2114.18)
Pseudomonas sp.3
(2117.01)
Pseudomonas
aeruginosa
(2117.10)
Pseudomonas cf.
mosselii (2114.17)
Pseudomonas cf.
mosselii (2117.19)
Staphylococcus
warnerii (2086.12)
Lactococcus lactis
(2086.43)
Lactococcus lactis
(2086.41)
Lactococcus
garvieae (2086.38)

37e38

37¢e38

37¢e 38

37¢e38

37e38

37¢e38

37¢e 38

41e42

43 e 44

43 e 44

45 e 46

45 e 46

45 e 46

45¢e 46

49 e 50

49e 50

51 e 52

51e52

51 e 52

51e52

51e 52

51e52

51 e 52

53e54

55 e 56

55e56

55 e 56

A.D.M.

A.D.M.

A.D.M.

P.1.

P.1.

A.D.M.

AD.P.

A.D.P.

A.D.M.

A.D.M.**

A.D.M.**

A.D.M.




52

Lactococcus
garvieae (2086.39)
Lactococcus
Streptococcaceae 2086.37 garvieae (2086.37) 55 e 56 A.D.M.
Lactococcus
garvieae (2086.42)
Stenotrophomonas
cf. pavanii-
maltophilia
(2117.08)
Stenotrophomonas
cf. pavanii-
maltophilia
(2103.18)

Streptococcaceae 2086.39 55e 56 A.D.M.

Streptococcaceae 2086.42 55e 56 A.D.M.

Xanthomonadaceae 2117.08 57 e 58 A.D.P.

Xanthomonadaceae 2103.18 57e58 A.D.P.

Como pode ser visto na tabela 03, a maioria das bactérias obtidas neste trabalho,
aproximadamente 20%, apresentaram-se em Associac¢do Direta Monofilética com espécies do
GB, sendo, portanto, classificadas especificamente. Dentre as amostras associadas a grupos
infragenéricos, temos aquelas que foram posicionadas como ‘Associagdo Direta de Grupo’, as
quais representaram 12% do total de amostras. Esse tipo de Associagédo indica uma resolucéo
insuficiente da regido 16S para espécies que possuem sequéncias muito proximas.

Por outro lado, 3% das amostras se apresentaram como grupo irmdo de clados bem
definidos, ou seja, em Posicdo Isolada na qual a regido 16S somente define até género, ja que
para estes microrganismos, que consistem em espécies novas, é necessario realizacdo de testes
segundo o Cddigo Internacional de Nomenclatura de Bactérias para uma classificacdo
especifica. Quase 1% do total de bactérias cultivadas se integrou a espécies do GB em
Associacdo Indireta Monofilética, na qual optamos pelo uso do termo latim aff. (= similar a),
pois devido a sua posicdo nas arvores ele pode ser uma espécie nova, uma variacdo
infraespecifica ou o 16S ndo fornece todos os dados necesséarios para a construcdo das
relac@es filogenéticas entre as bactérias do género em questdo. O Gltimo tipo de Associacdo, a
Direta Parafilética reuniu 5% das bactérias. Neste presumimos que ou houve erro no GB, uma
vez que pode ocorrer incoeréncias durante a edicdo das sequéncias por parte dos autores, ou a
espécie é mal definida, necessitando, pois, de outros métodos além do 16S.

Por fim, a maioria das espécies identificadas neste trabalho, 53%, ndo se apresentaram
em nenhum tipo de Associacgdo, indicando que o marcador 16S ndo representa ferramenta

suficiente na discriminag&o especifica para bactérias destes grupos.
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5.5 ANALISE MOLECULAR

5.5.1 Aeromonadaceae (Colwell et al. 1986)

A familia Aeromonadaceae tem como género tipico Aeromonas (Stanier 1943) (List of
Bacterial names with Standing in Nomenclature — LBSN) e é composta por bacilos Gram
negativos capazes de viver sob condi¢es anaerdbias (Koneman et al., 2008).

Neste trabalho foram encontradas bactérias do género Aeromonas, o qual é formado por
30 espécies e 12 subespécies, sendo Aeromonas hydrophila (Chester 1901) Stanier 1943 a sua
espécie tipica (LBSN). Seu héabitat natural mais comum é a agua doce ou ambientes marinhos,
porém também ocorre em solos e até em alimentos como carnes e leite (Koneman et al.,
2008).

Por meio das analises comparativas por métodos de distancia (fig. 13) e parcimonia
(fig. 14), observa-se que as amostras 2086.31, 2086.33 e 2103.16 pertencem ao género
Aeromonas uma vez que constituem o clado formado exclusivamente por espécies de
Aeromonas obtidas do GB. Contudo, os clados de ambas as arvores se apresentam colapsados
e com baixa resolucdo, ndo sendo possivel uma classificacdo especifica das amostras apenas
com base na sequéncia do 16S. Parte desta falta de resolucdo pode estar relacionada a

paralogia presente ao longo do genoma do género Aeromonas.



Photohacterium lipolyticum GB
Photohacterium kishitanii GB
Shewanella abyssi GB

Shewanella benthica GB
Shewanella violacea GB

Aeromonas allosaccharophila GB
Aeromonas hivalvium GB
Aeromonas sobria GB

Aeromonas hestiarum GB
Aeromonas media GB
_{Aeromonas hydrophila subsp. ra...
Aeromonas hydrophila GB 1
Aeromonas sp.2103.16 <G
, [ Aeromonas jandaei GB 2
Aeromonas jandaei GB 1
~ Aeromonas veronii GB
Aeromonas punctata GB 1
Aeromonas sp.2086.33 <
Aeromonas sp.2086.31 <=
= Aeromonas taiwanensis GB 1
Aeromonas taiwanensis GB 4
Aeromonas taiwanensis GB 2

Aeromonas taiwanensis GB 3
Aeromonas aquariorum GB

Aeromonas punctata GB 3
Aeromonas caviae GB 1
Aeromonas hydrophila subsp. dh...
Aeromonas hydrophila GB 2
Aeromonas punctata GB 2
Proteobacterium symbiont GB
Aeromonas punctata GB 4
Aeromonas caviae GB 2
Aeromonas caviae GB 3
Aeromonas enteropelogenes GB 1
Aeromonas trota GB

Aeromonas enteropelogenes GB 4
Aeromonas enteropelogenes GB 3
Aeromonas enteropelogenes GB 2
Aeromonas enteropelogenes GB 5
Aeromonas punctata GB 6
Aeromonas punctata GB 5
Aeromonas punctata GB 8
Aeromonas punctata GB 9
Aeromonas punctata GB 7
Aeromonas hydrophila suhsp. an...
Aeromonas punctata GB 10
Aeromonas punctata GB 11
Aeromonas punctata GB 12
Aeromonas punctata GB 13
Aeromonas punctata GB 14

—

0.01

Figura 13: Arvore de Distancia do género Aeromonas com base na regido 16S rRNA, pelo método de
distancia Neighbor-Joining baseado no modelo Tamura-Nei. As setas em vermelho indicam a localizacdo
das amostras deste trabalho inserida entre as amostras baixadas do NCBI.
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Photobacterium_lipolyticum_GB
Photohacterium_Kishitanii_GE )
— Shewanella_abyssi__GB
% Shewanella_benthica_GB
Shewanella violacea_GB
— Aeromonas_hestiarum_GB
— Acromonas_bhivalvium_GB
— Aeromonas_sobria_GB )
—— Acromonas_alldsaccharophila_GB
Aeromonas_sp.2103.16 <====
Aeromonas_jandaei_GB_2
Aeromonas_jandaei_GB_1
Aeromonas_veronii_GB~
jr— Aeromonas_ﬁunctafa GB_2
100 Aeromonas_hydrophila_GB_2
[~ Proteobacterium_symbhiont_GB
Aeromonas_hydrophila_subsp._dh...
Aeromonas_caviae_GB_1
Aeromonas_punctata_GB_3
Aeromonas_aquariorum_GB
Aeromonas_hydrophiTa_subsp._ra...
Aeromonas_caviae_GB_2
Aeromonas_caviae_GB_3
Aeromonas_punctata_GB_4
Aeromonas_hydrophila_GB_1
00— Acromonas_media_GB
Aeromonas_enteropelogenes_GB_1
Aeromonas_entero(gelogenes_GBJ
Aeromonas_trota_GB
Aeromonas_punciata_GB_6
Aeromonas_enteropelogenes_GB_2
Aeromonas_enteropelogenes_GB_3
Aeromonas_punctata_GB_5
Aeromonas_enteropeﬂogenes_GB_5
Aeromonas_punctata_GB_7
Aeromonas_hydrophila_subsp._an...
Aeromonas_punctata_GB_1
Aeromonas_punctata_GB_1
Aeromonas_punctata_GB_1
Aeromonas_punctata_GB_1
Aeromonas_punctata_GB_18
9

Aeromonas_punctata_GB_
e AgrOMonas_punctata_GB_

Aeromonas_punzcégtg gB 1
—-[ omonas_sp. 3
1(Rgromonas_sp.z086.31 =

— Aeromonas_taiwanensis_GB_1
fsyomonas_taiwanensis_GB_4

_L@ﬁéomonas_taiwanensE_GB 2
romonas_taiwanensis_GB_3

30.0

Figura 14: Consenso estrito das 100 arvores mais parcimoniosas do género Aeromonas obtidas pela busca
heuristica. A seta em vermelho indica a localizagdo das amostras deste trabalho inserida entre as amostras
baixadas do NCBI.



56

5.5.2 Bacillaceae (Fischer 1895)

A familia Bacillaceae possui ca. 40 géneros (LBSN), constituida por bactérias Gram
positivas, aerdbias facultativas, capazes de formar esporos (Koneman et al., 2008). O género
tipico Bacillus (Cohn 1872) é o mais representativo da familia com ca. 263 espécies, sendo B.
subtilis (Ehrenberg 1835) convencionado a espécie tipica do género (LBSN). Neste trabalho,
além de Bacillus, foram encontrados os géneros Exiguobacterium (Collinsetal. 1984) e
Lysinibacillus (Ahmed et al. 2007).

5.5.2.1 Bacillus

Por meio das andlises de distancia (fig. 15) e parciménia (fig. 16), as espécies B.
nealsonii (Venkateswaran et al. 2003) obtidas no GB se agruparam as amostras 2086.10 e
2114.06 em Associacdo Direta Monofilética, formando um clado com elevado suporte.

Ja nos clados ‘grupo Bacillus subtilis’ e ‘grupo Bacillus cereus’ ndo é possivel uma
identificacdo especifica baseada unicamente na analise da regido 16S, uma vez que 0S
Microrganismos se encontram em uma Associagdo Direta de Grupo (A.D.G.). No ‘grupo
Bacillus subtilis’, por exemplo, aglomeram-se amostras 2070.01, 2070.08, 2070.10, 2070.20,
2085.02, 2085.06 e 2086.04 juntamente com diferentes espécies de Bacillus: B. megaterium
(Bary 1884), B. aryabatthai (Shivaji et al. 2009), B. subtilis (Cohn 1872) e B. horikoshii
(Nielsen et al.1995). Enquanto que o ‘grupo Bacillus cereus’ é formado pelas amostras
2070.06, 2070.15, 2085.10, 2086.13, 2086.19, 2086.21, 2086.22, 2086.25, 2103.30, 2103.32,
2114.01, 2114.21, 2117.22, 2118.08 e 2118.09 juntamente com as espécies (baixadas do GB):
B. weihenstephanensis (Lechner et al. 1998), B. mycoides (Fliigge 1886), B. anthracis (Cohn
1872), B. cereus (Frankland & Frankland 1887) e B. thuringiensis (Berliner 1915) (Fig. 15 e
16).
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[~ Macrococcus lamae GB
b Macrococcus brunensis GB

Bhargavaea cecembensis GB
Bacillus korlensis GB

Bacillus nealsonii GB 1
Bacillus nealsonii GB 2
Bacillus nealsonii GB

Bacillus nealsonii GB 3
Bacillus sp. 2086.1 (<G

Bacillus sp. 2114.06 <z

Bacillus circulans GB
Bacillus firmus GB

l_‘:B%acillus hataviensis GB
Bacillus niacini GB

L———— Bacillus pocheonensis GB

[~ Marinibacillus marinus GB
e Marinibacillus campisalis GB

Bacillus flexus GB

— Bacillus megaterium GB 1 \

Bacillus megaterium GB 2

Bacillus sp. 2070.08 (reversed.h
Bacillus sp. 2085.06 (reverse d <=
Bacillus sp. 2086.04 (reversed<
Bacillus sp. 2070.10 (reverse d <
Bacillus sp. 2070.20 (reversed. <G

Bacillus aryabhattai GB 2
subtilis’

Bacillus megaterium GB 4 .
Bacillus sp. 2085.02 (reversed. <= B.
grupo

Bacillus subtilis GB 1
Bacillus megaterium GB 2
Bacillus sp. 2070.01 (reversed «(=
Bacillus subtilis GB 2
Bacillus megaterium GB 1
Bacillus aryabhattai GB 1
Bacillus megaterium GB 3
Bacillus subtilis GB 1
Bacillus subtilis GB 2
Bacillus horikoshii GB
Bacillus aryabhattai GB -/

Bacillus cohnii GB
Bacillus marisflavi GB

Bacillus acidicola GB

I Bacillus mycoides GB
Bacillus weihenstephanensis GB
Bacillus sp. 2086.18 (reversed<
Bacillus thuringiensis GB 1
Bacillus thuringiensis GB 3
Bacillus thuringiensis GB
Bacillus thuringiensis GB 2
Bacillus sp. 2114.01 (reversed<

Bacillus sp. 2117.22 (reversed<

Bacillus sp. 2103.32
Bacillus sp. 2086.25 (reversed. s

,’ Bacillus sp. 2070.06
Bacillus sp. 2070.15 (reversed. «¢ s

Bacillus sp 2118.09 ‘B
Bacillus anthracis GB 3 ’
Bacillus sp.2118.08 (=== grupo

cereus’

Bacillus cereus GB
Bacillus anthracis GB 1

Bacillus sp. 2114.21 <{mmmm
Bacillus cereus GB 1
Bacillus cereus GB 2
Bacillus anthracis GB 2

Bacillus anthracis GB
— Bacillus sp. 2103.30 (reversed <(===m
|

Bacillus sp. 2086.13

Bacillus sp. 2086.22 (===
Bacillus sp.2086.21 <=
Bacillus sp. 2085.10 <=

0.006

Figura 15: Arvore de distancia do género Bacillus, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado no
modelo Tamura-Nei. As setas em vermelho indicam a localizagdo das amostras deste trabalho inseridas entre

as baixadas do NCBI.
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Figura 16: Consenso estrito das 50 arvores mais parcimoniosas do género Bacillus obtidas pela busca
heuristica. A seta em vermelho indica a localizagcdo das amostras deste trabalho inserida entre as amostras

baixadas do NCBI.
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5.5.2.2 Exiguobacterium (Collins et al. 1984 )

@) género Exiguobacterium possui ca. 14 espécies sendo
Exiguobacterium aurantiacum (Collins et al. 1984) a espécie tipica (LBSN). Suas espécies
sdo caracterizadas por apresentarem bacilos curtos e irregulares, ndo formadores de esporos e
anaeradbios facultativos (Chaturvedi e Shivaji, 2006).

Nas andlises de distancia (fig. 17) e parciménia (fig. 18), a amostra 2085.01 pertence ao
clado em que se encontram os organismos do GB E. indicum (Chaturvedi and Shivaji 2006) e

E. acetylicum (Levine and Soppeland 1926), em uma Associacdo Direta de Grupo.



Bacillus idriensis GB

= Bacillus cihi GB

0.02

Exiguobacterium oxidotolerans ...
Exiguobacterium undae GB
Exiguobacterium soli GB
Exiguobacterium antarcticum GB
Exiguobacterium acetylicum GB ...
Exiguobacterium acetylicum GB ...
Exiguobacterium indicum GB 6
Exiguobacterium indicum GB 1
Exiguobacterium indicum GB 2
Exiguobacterium sp.2085.01 <G
{ Exiguobacterium acetylicum GB ...
-I Exiguobacterium acetylicum GB ...

Exiguobacterium acetylicum GB ...

= Exiguobacterium indicum GB 4

=~ Exiguohacterium indicum GB 3
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Figura 17: Arvore de distancia do género Exiguobacterium, pelo método de distancia Neighbor-Joining
baseado no modelo Tamura-Nei. A seta em vermelho indica a localizagio da amostra deste trabalho inserida

entre as obtidas do NCBI.



= Bacillus_idriensis_GB

Bacillus_cihi_GB

= Exiguohacterium_oxidotolerans_...

10 Exiguobacterium_undae_GB

L Exiguobacterium_soli_GB

100
Exiguobacterium_antarcticum_GB

100 Exiguohacterium_sp.2085.01 <G

=~ Exiguobacterium_acetylicum_GB_...

= Exiguobacterium_indicum_GB_6

100

_‘Q' Exiguohacterium_acetylicum_GB_...
Exiguobacterium_acetylicum_GB_...

100

.I Exiguobacterium_acetylicum_GB_...
Exiguobacterium_acetylicum_GB_...

Exiguobacterium_indicum_GB_5

CBxiguobacterium_indicum_GB_3
BEguobacterium_indicum_GB_2
0Exiguobacterium_indicum_GB_1

100
Exiguobacterium_indicum_GB_4

61

Figura 18: Consenso estrito das 29 arvores mais parcimoniosas do género Exiguobacterium obtidas pela
busca heuristica. A seta em vermelho indica a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as

amostras baixadas do NCBI.
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5.5.2.3 Lysinibacillus (Ahmed et al. 2007)

Lysinibacillus € formado por ca. 10 espécies, sendo o Lysinibacillus boronitolerans
(Ahmed et al. 2007) a espécie tipica (LBSN). Este género se caracteriza por apresentar
organismos Gram positivos, moveis e com esporos (Koneman et al., 2008).

Das 154 amostras isoladas neste trabalho, 13 foram indicadas como pertencentes ao
género Lysinibacillus em ambas as anélises (distancia e parcimonia), com clados de elevado
suporte. A maioria das espécies obtidas neste trabalho se apresentou em Associagdo Direta
Monofilética com espécies obtidas do GB, como a amostra 2117.13 que esta inserida no clado
de L. xylanilyticus (Lee et al. 2010); 2085.12, 2117.20, 2117.21, 2117.24 e 2118.12 com L.
sphaericus (Meyer and Neide 1904) Ahmed etal. 2007 e, por fim, 2085.11, 2086.18,
2114.09, 2118.10 e 2120.02 com espécies de L. fusiformis (Priest et al. 1989) Ahmed et al.
2007 (Fig. 19 e 20). Porém, somente as amostras 2114.12 e 2114.13 se agruparam em
Associacdo Direta de Grupo com as espécies de L. macroides (ex Bennett and Canale-Parola
1965) Coorevits et al. 2012 e L. boronitolerans (Ahmed et al. 2007) obtidos do GB (Fig. 19 e
20).
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Figura 19: Arvore de distancia do género Lysinibacillus, pelo método de distancia Neighbor-Joining
baseado no modelo Tamura-Nei. A seta em vermelho indica a localizacdo da amostra deste trabalho inserida
entre as baixadas do NCBI.
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Figura 20: Consenso estrito das 80 arvores mais parcimoniosas do género Lysinibacillus obtidas pela busca

heuristica. A seta em vermelho indica a localizagdo das amostras deste trabalho inserida entre as amostras
baixadas do NCBI.
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5.5.3 Brucellaceae (Breed et al. 1957)

A familia Brucellaceae é composto por 7 géneros, sendo Brucella (Meyer and Shaw
1920) o género tipico (LBSN). E formado por microrganismos Gram negativos, patogénicos
e, normalmente, encontrado em solo (Koneman et al., 2008).

Das 154 amostras obtidas, apenas 1 foi sinalizada como pertencente a esta familia,
2117.05, inserida no género Pseudochrobactrum (Kampferetal. 2006), cujos
Microrganismos sdo Gram-negativos, ndo formam esporos e ndo apresentam mobilidade
(Kampfer et al., 2006). Este género, recentemente descrito, possui 7 espécies, sendo
Pseudochrobactrum asaccharolyticum (Kampfer et al. 2006) a espécie tipica.

Nas arvores resultantes das analises de distancia (fig. 21) e parciménia (fig. 22), a
amostra 2117.05 se apresenta em Associacdo Direta de Grupo com as espécies de P.

asaccharolyticum e P. saccharolyticum obtidas do GB.
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Figura 21: Arvore de distancia do género Pseudochrobactrum, pelo método de distancia Neighbor-Joining
baseado no modelo Tamura-Nei. A seta em vermelho indica a localizacdo da amostra deste trabalho inserida
entre as baixadas do NCBI.
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Figura 22: Consenso estrito das 80 arvores mais parcimoniosas do género Pseudochrobactrum obtidas pela
busca heuristica. A seta em vermelho indica a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as
amostras baixadas do NCBI.
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5.5.4 Comamonadaceae (Willems et al. 1991)

A familia Comamonadaceae é formada 33 géneros sendo Comamonas (ex Davis and
Park 1962) De Vosetal. 1985 o género tipico (LBSN). E constituida por bactérias Gram
negativas, aerébias e a maioria das espécies se movimentam por flagelos polares (Koneman et
al., 2008).

Por sua vez, o g@énero Comamonas ¢é formado por 15 espécies, sendo
Comamonas terrigena (ex Hugh 1962) De Vos et al. 1985 a espécie tipica. Neste trabalho, 1
amostra foi sinalizada como Comamonas, 2117.16.

Este microrganismo, nas arvores de distancia (fig. 23) e parcimoénia (fig. 24), apresenta-
se no clado das espécies C. testosteroni (Marcus and Talalay 1956) Tamaoka et al. 1987 em

Associacdo Direta Monofilética.
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Figura 23: Arvore de distancia do género Comamonas, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado
no modelo Tamura-Nei. A seta em vermelho indica a localizagdo da amostra deste trabalho inserida entre as

baixadas do NCBI.
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Figura 24: Consenso estrito das 70 arvores mais parcimoniosas do género Comamonas obtidas pela busca
heuristica. A seta em vermelho indica a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as amostras

baixadas do NCBI.



71

5.5.5 Enterobacteriaceae (Rahn 1937)

A familia Enterobacteriaceae se encontra amplamente distribuida na natureza, presente
no solo, &gua, vegetais e, como indica 0 seu nome, no trato digestivo de animais e seres
humanos (Koneman et al., 2008). Possui ca. 31 géneros, tendo Escherichia (Castellani &
Chalmers 1919) como género tipico. Os organismos desta familia caracterizam-se por serem
Gram negativos, anaerobios facultativos e ndo formam esporos (Koneman et al., 2008).

Dos 154 isolados, 50 foram sinalizadas como pertencentes a esta familia, representada

pelos géneros Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella e Pantoea.

5.5.5.1 Citrobacter (Werkman and Gillen 1932)

O género Citrobacter possui ca. 11 espeécies, sendo Citrobacter freundii (Braak 1928)
Werkman and Gillen 1932, a sua espécie tipica (LBSN). As espécies deste género sao
anaerdbios facultativos, méveis e utilizam o citrato como Unica fonte de carbono (Koneman et
al., 2008).

Por meio das analises comparativas por métodos de distancia (fig. 25) e parcimonia,

(fig. 26) observa-se que a amostra 2103.17 aparece em Associa¢do Direta Parafilética com
espécies do GB C. cf. werkmanii (Brenner et al. 1993), enquanto que a amostra 2086.27 se

encontra em Associagdo Direta de Grupo com C. amalonaticus (Young et al. 1971) Brenner e
Farmer 1982 e C. farmeri (Brenner et al. 1993). Por sua vez, 2086.36, 2103.28, 2114.16,
2117.02, 2117.18, 2118.04, 2118.11 e 2246.04 foram definidas somente ao nivel de género
uma vez que os clados de ambas as arvores se apresentam mal definidos e colapsados, ndo
sendo possivel uma classificacdo especifica das amostras apenas com base na sequéncia do
16S. Parte desta falta de resolucdo pode estar relacionada a paralogia presente ao longo do

genoma do género Citrobacter.
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Pantoea stewartii subsp. stewa...

Figura 25: Arvore de distancia do género Citrobacter, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado
no modelo Tamura-Nei. A seta em vermelho indica a localizacdo da amostra deste trabalho inserida entre as

baixadas do NCBI.
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Figura 26: Consenso estrito das 10 &rvores mais parcimoniosas do género Citrobacter obtidas pela busca
heuristica. A seta em vermelho indica a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as amostras

baixadas do NCBI.
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5.5.5.2 Enterobacter (Hormaeche and Edwards 1960)

O género Enterobacter possui ca. 25 espécies e 2 subespécies, sendo
Enterobacter cloacae (Jordan 1890) Hormaeche e Edwards 1960 a espécie tipica (LBSN). As
bactérias deste grupo consistem em bacilos curtos Gram negativos, ndo formadores de
esporos, anaerobios facultativos, sendo encontradas em agua, solo, vegetais e em fezes de
animais e seres humanos (Koneman et al., 2008).

Na analise de parcimonia (fig. 28), as amostras 2117.04 e 2117.14 encontram-se em
Posicdo Isolada, podendo representar uma nova espécie para este género. Quanto a 2086.11,
2086.15, 2086.26 e 2117.23 foram identificadas como E. hormaechei (O'Hara et al. 1990),
uma vez que se apresentaram em Associacdo Direta Monofilética com as espécies obtidas do
GB. Por sua vez as amostras 2086.16 e 2120.04 estdo em Associacdo Indireta Monofilética
com E. cancerogenus (Urosevic 1966) Dickey and Zumoff 1988 e E. kobei (Kosako et al.
1997), respectivamente, sendo, portanto identificadas como Enterobacter aff. cancerogenus
2086.16 e Enterobacter aff. kobei 2120.04 (fig. 28).

Em Associacdo Direta Parafilética estdo as bactérias 2085.07, 2086.05, 2086.28,
2114.05 e 2114.08 com as espécies do GB E. cloacae. Por outro lado, os isolados 2070.07,
2070.09, 2085.08, 2086.01, 2086.14, 2086.23, 2103.23, 2114.04, 2114.10, 2114.14, 2118.13,
2246.02, 2246.07 e 2246.08 ndo puderam ser classificadas especificamente apenas com base
na sequéncia do 16S, pois apresentaram baixa resolucdo. Parte desta falta de resolucdo pode

estar relacionada a paralogia presente ao longo do genoma do género Enterobacter.
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Figura 27: Arvore de distancia do género Enterobacter, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado
no modelo Tamura-Nei. A seta em vermelho indica a localizacdo da amostra deste trabalho inserida entre as

baixadas do NCBI.
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Figura 28: Consenso estrito das 10 arvores mais parcimoniosas do género Enterobacter obtidas pela busca
heuristica. A seta em vermelho indica a localizagdo das amostras deste trabalho inserida entre as amostras

baixadas do NCBI.
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5.5.5.3 Escherichia (Castellani and Chalmers 1919)

O género Escherichia é formada por 7 espécies, sendo Escherichia coli (Migula 1895)
Castellani and Chalmers 1919 a espécie tipica. E formado por microrganismos comensais e
patogénicos aos humanos, sendo os mais conhecidos aqueles que provocam infecgdes
urinarias e doencas gastrointestinais (Madigan et al., 2010)

Do total de amostras isoladas do solo de Santo Amaro, 1 foi identificada como
Escherichia, 2103.20. Esta bactéria se encontra em Associacdo Direta Monofilética com as
especies de E. coli obtidas do GB, tanto na andlise de distancia (fig. 29) quanto de parciménia

(fig. 30), em um clado com elevado suporte.
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Figura 29: Arvore de distancia do género Escherichia, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado
no modelo Tamura-Nei. A seta em vermelho indica a localizacdo da amostra deste trabalho inserida entre as
baixadas do NCBI.
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Figura 30: Consenso estrito das 28 arvores mais parcimoniosas do género Escherichia obtidas pela busca
heuristica. A seta em vermelho indica a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as amostras
baixadas do NCBI.

7.0



80

5.5.5.4 Klebsiella (Trevisan 1885)

O género Klebsiella é formado por 12 espécies e 3 subespécies, sendo
Klebsiella pneumoniae (Schroeter 1886) Trevisan 1887 a espécie tipica (LBSN). Os
microrganismos deste grupo se encontram amplamente distribuidos na natureza e no trato
gastrointestinal de animais e seres humanos, nos quais, quando imunodeprimidos, causam
infeccOes e pneumonia (Koneman et al., 2008).

Nas arvores de distancia (fig. 31) e parcimonia (fig. 32), as amostras de K. variicola,
obtidas do GB, se agruparam em um clado colapsado e com elevada resolugdo as amostras
2085.15 e 2086.20, em Associacao Direta Parafilética.
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Figura 31: Arvore de distancia do género Klebsiella, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado no
modelo Tamura-Nei. As setas em vermelho indicam a localizagdo da amostra deste trabalho inserida entre as

baixadas do NCBI.
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Figura 32: Consenso estrito das 2 &rvores mais parcimoniosas do género Klebsiella obtidas pela busca
heuristica. As setas em vermelho indicam a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as

amostras baixadas do NCBI.
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5.5.5.5 Pantoea (Gavini et al. 1989)

O género Pantoea é composto por 22 espécies, sendo a espécie tipica
Pantoea agglomerans (Ewing and Fife 1972) Gavini et al. 1989 (LBSN). O termo Pantoea
provém de uma palavra grega que significa “de todos os tipos e fontes”, referente a sua ampla
distribuicdo geogréfica e ecoldgica (Koneman et al., 2008).

Nas andlises de distancia (fig. 33) e parciménia (fig.34), a amostra 2086.03 se
encontra em Associacao Direta Parafilética com as espécies P. anthophila (Brady et al. 2009)
e P. agglomerans (Ewing and Fife 1972) Gavinietal. 1989. Por sua vez, as amostras
2086.02, 2086.08 e 2086.06 se inserem, em Associacdo Direta Monofilética, no clado das
espécies de P. eucrina (Brady et al. 2010) (fig. 33 e 34).
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Figura 33: Arvore de distancia do género Pantoea, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado no
modelo Tamura-Nei. As setas em vermelho indicam a localizacdo da amostra deste trabalho inserida entre as

baixadas do NCBI.
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Figura 34: Consenso estrito das 30 arvores mais parcimoniosas do género Pantoea obtidas pela busca

heuristica. As setas em vermelho indicam a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as
amostras baixadas do NCBI.
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5.5.5.6 Providencia (Ewing 1962)

O género Providencia é composto por 9 espécies, sendo Providencia alcalifaciens (de
Salles Gomes 1944) Ewing 1962 a espécie tipica.

Neste trabalho, 5 amostras foram identificadas como pertencentes a este género, por
meio de analises de distancia (fig. 35) e parciménia (fig. 36). Nestas andlises, a amostra
2118.07 se apresentou no clado das espécies do GB P. alcalifaciens (de Salles Gomes 1944)
Ewing 1962 e P. rustigianii (Hickman-Brenner et al. 1983), em Associacdo Direta de Grupo,
enquanto que as bactérias 2103.29, 2103.27, 2118.03 e 2117.03 ndo puderam ser definidas

com o uso do 16S.
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Figura 35: Arvore de distancia do género Providencia, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado
no modelo Tamura-Nei. As setas em vermelho indicam a localizacdo da amostra deste trabalho inserida

entre as baixadas do NCBI.
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Figura 36: Consenso estrito das 60 arvores mais parcimoniosas do género Providencia obtidas pela busca
heuristica. As setas em vermelho indicam a localizagcdo das amostras deste trabalho inserida entre as

amostras baixadas do NCBI.
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5.5.5.7 Serratia (Bizio 1823)

O género Serratia possui ca. 16 espécies e 4 subespécies, sendo
Serratia marcescens (Bizio 1823) a sua espécie tipica (LBSN). As espécies deste género sdo
bacilos Gram negativos e anaerobios facultativos (Koneman et al., 2008).

Por meio das analises comparativas por métodos de distancia (fig. 37) e parcimonia,
(fig. 38) observa-se que as amostras 2070.03, 2070.16, 2070.19, 2086.07, 2085.13, 2085.15,
2086.29, 2086.30, 2086.32, 2086.34, 2086.35, 2103.15, 2103.19, 2103.21, 2103.22, 2103.24,
2114.19, 2114.22 , 2114.23, 2114.24, 2117.07, 2117.09, 2117.11, 2117.12 e 2246.05 se
apresentaram em clados mal definidos e com baixa resolucdo, ndo sendo possivel uma
classificacdo especifica das amostras apenas com base na sequéncia do 16S. Parte desta falta
de resolucdo pode estar relacionada a paralogia presente ao longo do genoma do género
Serratia.

Contudo, as amostras 2118.14, 2246.03 e 2114.20 foram identificadas até espécie com o
uso do 16S. Elas se apresentaram em Associacdo Direta Monofilética com as espécies S.
nematodiphila (Zhang et al. 2009) obtidas do GB (fig. 37 e 38).
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Figura 37: Arvore de distancia do género Serratia, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado no
modelo Tamura-Nei. As setas indicam a localizagdo da amostra deste trabalho inserida entre as baixadas do

NCBI.
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Figura 38: Consenso estrito das 10 &rvores mais parcimoniosas do género Serratia obtidas pela busca
heuristica. As setas em vermelho indicam a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as
amostras baixadas do NCBI.
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5.5.6 Enterococcaceae (Ludwig et al. 2010)

A  familia  Enterococcaceae @ é formada por 7  géneros, sendo
Enterococcus (ex Thiercelin and Jouhaud 1903) Schleifer and Kilpper-Bélz 1984 o género
tipico, o qual é formado por 46 espécies, dentre as quais Enterococcus faecalis (Andrewes
and Horder 1906) Schleifer and Kilpper-Bélz 1984 é a espécie tipica (Fisher e Phillips, 2009).

Os microrganismos que compdem este grupo sdo formados por cocos Gram positivos
encontrados no meio ambiente, além do trato digestivo de humanos e animais (Koneman et
al., 2008).

Neste trabalho foram obtidas 2 amostras do género Enterococcus, 2085.05 e 2085.09, as
quais se apresentaram em Associa¢do Direta de Grupo com as espécies do GB E. gallinarum
e E. casseliflavus (fig. 39 e 40).



Bacillus nealsonii GB 2

Enterococcus pseudoavium GB
Enterococcus devriesei GB
Enterococcus malodoratus GB
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Enterococcus casseliflavus GB ..
Enterococcus gallinarum GB 3
 Enterococcus casseliflavus GB ...
Enterococcus sp.2085.05 <(emmm

=~ Enterococcus gallinarum GB 2

Enterococcus sp.2085.09 <G
0.02

Figura 39: Arvore de distancia do género Enterococcus, pelo método de distancia Neighbor-Joining

baseado no modelo Tamura-Nei. As setas indicam a localizacdo da amostra deste trabalho inserida entre as
baixadas do NCBI.
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Figura 40: Consenso estrito das 2 arvores mais parcimoniosas do género Enterococcus obtidas pela busca

heuristica. As setas em vermelho indica a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as amostras
baixadas do NCBI.
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5.5.7 Microbacteriaceae (Park et al. 1995)

A familia Microbacteriaceae é composta por 39 géneros, sendo Microbacterium (Orla-
Jensen 1919) o género tipico. Os organismos deste grupo sdo predominantemente aerobios,
Gram positivos com morfologias que variam entre cocos, bacilos e hifas (Evtushenko e
Takeuchi, 2012)

Do total de amostras isoladas, foram identificadas como pertencentes a esta familia os
géneros Leucobacter (Takeuchi et al. 1996) e Microbacterium (Orla-Jensen 1919).

5.3.7.1 Leucobacter

O género Leucobacter é constituido por 15 espécies e 2 subespécies sendo
Leucobacter komagatae (Takeuchi et al. 1996) a espécie tipica.

Por meio das andlises de distancia (fig. 41) e parcimoénia (fig. 42), observa-se que a
amostra 2114.07 se encontra em Associacdo Indireta Monofilética com as espécies L.
chromiireducens (Morais et al. 2005) em em clado colapsado e com elevada resolucéo.
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Leucobacter salsicius GB
~ r Leucobacter|uti GB 2
Leucobacter luti GB 1
Leucobacter luti GB 3
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r Leucobacter chromiireducens su...
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Leucobacter chromiireducens su...

96

Lactococcus garvieae GB 8

Figura 41: Arvore de distancia do género Leucobacter, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado
no modelo Tamura-Nei. A seta indica a localizacdo da amostra deste trabalho inserida entre as baixadas do

NCBI.
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Figura 42: Consenso estrito das 3 arvores mais parcimoniosas do género Leucobacter obtidas pela busca

heuristica. A seta em vermelho indica a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as amostras
baixadas do NCBI.
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5.5.7.2 Microbacterium (Orla-Jensen 1919)

O género Microbacterium possui 79 espécies sendo Microbacterium lacticum (Orla-
Jensen 1919) a espécie tipica (LBSN).

Por meio das analises comparativas por métodos de distancia (fig. 43) e parcimonia (fig.
44), observa-se que as amostras 2085.03 e 2086.17 sdo do género Microbacterium, uma vez
que pertencem ao clado formado exclusivamente por espécies de Microbacterium obtidas do
GB. Contudo, os clados de ambas as arvores se apresentam colapsados e sem resolucao, ndo
sendo possivel uma classificacdo especifica das amostras apenas com base na sequéncia do
16S. Parte desta falta de resolucdo pode estar relacionada a paralogia presente ao longo do

genoma do género Microbacterium.
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Figura 43: Arvore de distancia do género Microbacterium, pelo método de distancia Neighbor-Joining
baseado no modelo Tamura-Nei. As setas indicam a localizacdo da amostra deste trabalho inserida entre as
baixadas do NCBI.
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Figura 44: Consenso estrito das arvores mais parcimoniosas do género Microbacterium obtidas pela busca
heuristica. As setas em vermelho indicam a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as

amostras baixadas do NCBI.
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5.5.8 Micrococcaceae (Pribram 1929)

A familia Micrococcaceae é constituida por 15 géneros sendo Micrococcus (Cohn 1872)
0 género tipico (LBSN), formado por cocos Gram positivos, ndo moveis e ndo formadores de
esporos (Koneman et al., 2008).

Neste trabalho foi identificado, com o uso do 16S rRNA, o género Arthrobacter (Conn
and Dimmick 1947), o qual é formado por 80 espécies, sendo Arthrobacter globiformis (Conn
1928) Conn and Dimmick 1947 a espécie tipica. Microrganismos pertencentes a este grupo
sdo amplamente distribuidos na natureza, sendo encontrados principalmente no solo (Funke et
al.).

Por meio das analises comparativas por métodos de distancia (fig. 45) e parcimonia (fig.
46), observa-se que as amostras 2070.04, 2070.11, 2070.12 e 2085.04 sdo do género
Arthrobacter uma vez que pertencem ao clado formado exclusivamente por espécies de
Arthrobacter obtidas do GB. Contudo, o clado da arvore de parciménia (fig. 46) se apresenta
colapsado e sem resolugdo, ndo sendo possivel uma classificacdo especifica das amostras
apenas com base na sequéncia do 16S. Parte desta falta de resolucdo pode estar relacionada a

paralogia presente ao longo do genoma do género Arthrobacter.
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Figura 45: Arvore de distancia do género Arthrobacter, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado
no modelo Tamura-Nei. As setas indicam a localizago da amostra deste trabalho inserida entre as baixadas
do NCBI.
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Figura 46: Consenso estrito das 21 arvores mais parcimoniosas do género Arthrobacter obtidas pela busca
heuristica. As setas em vermelho indicam a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as

amostras baixadas do NCBI.
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5.5.9 Moraxellaceae (Rossau et al., 1991)

A familia Moraxellaceae possui 3 géneros e seus microrganismos sao Gram negativos,
aerdbios e mesofilos (Koneman et al., 2008). O género tipico € Moraxella Lwoff 1939 o qual
possui ca. 22 espécies, sendo Moraxella lacunata (Eyre 1900) Lwoff 1939 a espécie tipica
(LBSN).

O género Acinetobacter (Brisou and Prévot 1954) compGe esta familia e é formado por
28 espécies, sendo Acinetobacter calcoaceticus (Beijerinck 1911) Baumann et al. 1968 a
espeécie tipica (LBSN). Os microrganismos deste género sdo cocobacilos Gram negativos,
imoveis e oxidase-negativos (Koneman et al., 2008) e esta representado neste trabalho com as
amostras 2070.02, 2070.05, 2086.09, 2114.11, 2114.15, 2118.01 e 2246.01

Por meio das analise de parcimonia (fig. 48), oberva-se que as bactérias 2086.09,
2070.05, 2070.02, 2118.01, 2114.11 e 2246.01 se integram ao clado das espécies do GB
Acinetobacter calcoaceticus em Associacdo Direta Parafilética. Por sua vez, a amostra
2114.15 insere-se em um clado mal definido, constituido por espécies distintas e nao

monofiléticas, como pode ser visto na figura 48.
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Figura 47: Arvore de distancia do género Acinetobacter, pelo método de distancia Neighbor-Joining
baseado no modelo Tamura-Nei. As setas indicam a localizacdo da amostra deste trabalho inserida entre as

baixadas do NCBI.
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Figura 48: Consenso estrito das 20 arvores mais parcimoniosas do género Acinetobacter obtidas pela busca
heuristica. As setas em vermelho indicam a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as
amostras baixadas do NCBI.
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5.5.10 Planococcaceae (Krasil'nikov 1949)

A familia Planococcaceae é constituida de 12 géneros, sendo Planococcus (Migula
1894) o género tipico (LBSN). Os microrganismos deste grupo consistem em cocos Gram
positivos, com presenca de flagelo em sua extremidade (Yoon et al., 2003).

Das 154 amostras isoladas, 2 foram sinalizadas pertencentes a esta familia, género
Kurthia (Trevisan 1885), o qual é constituido por 3 espécies, sendo Kurthia zopfii (Kurth
1883) Trevisan 1885 a espécie tipica. Os individuos deste género sdo Gram positivos,
apresentam mobilidade por meio de peritriquios e ndo formam esporos (Belikova et al.,
1986).

De acordo com a andlise de distancia (fig. 49), as amostras 2103.25 e 2103.26
apresentam sequéncias similares, representando, portanto um mesmo microrganismo. Este,
em ambas as andlises (Fig. 49 e 50), pertence ao clado do género Kurthia, porém entre as
espécies K. sibirica e K. Zopfii — K. gibsonii obtidas do GB, em uma Posi¢do Isolada

representando uma nova espécie para este género.
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Figura 49: Arvore de distancia do género Kurthia, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado no
modelo Tamura-Nei. A seta indica a localizagdo da amostra deste trabalho inserida entre as baixadas do
NCBI.
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Figura 50: Consenso estrito das 3 arvores mais parcimoniosas do género Kurthia obtidas pela busca
heuristica. A seta em vermelho indica a localizagcdo das amostras deste trabalho inserida entre as amostras
baixadas do NCBI.
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5.5.11 Pseudomonadaceae (Winslow et al. 1917)

A familia Pseudomonadaceae possui 12 géneros, sendo Pseudomonas (Migula 1894) o
género tipico (LBSN), o qual possui microrganismos Gram negativos, ndo esporulados e com
flagelos polares (Koneman et al., 2008).

Do total das amostras isoladas, 7 foram identificadas como Pseudomonas, o qual é
formado por 204 espécies e 18 subespécies, sendo Pseudomonas aeruginosa (Schroeter 1872)
Migula 1900 a espécie tipica (LBSN). Representando este grupo estdo as amostras 2114.03,
2114.17,2114.18, 2117.01, 2117.06, 2117.10 e 2117.19.

Por meio da andlise comparativa por méetodos de parciménia (fig. 52), observa-se que as
amostras 2114.17 e 2117.19 se encontram em Associacdo Direta Parafilética com as espécies
de P. mosselii do GB e 2117.10 esta em Associacdo Direta Monofilética com P. aeruginosa,
obtidas do GB. Por sua vez, as bactérias 2114.03, 2114.08, 2117.01 e 2117.06, se apresentam
em clados colapsados e com baixa resolugédo, ndo sendo possivel uma classificacdo especifica
destas amostras apenas com base na sequéncia do 16S. Parte desta falta de resolucdo pode
estar relacionada a paralogia presente ao longo do genoma do género Pseudomonas.
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Figura 51: Arvore de distancia do género Pseudomonas. As setas indicam a localizacio da amostra deste
trabalho inserida entre as baixadas do NCBI.



112

—— Raoultella_ornithinolytica_GB
— Enterobacter_intermedia_GB_2
Pseudomonas_pseudoalcaligenes_...
Pseudomonas_stutzeri_GB
Pseudomonas_panipatensis_GB
Pseudomonas_plecoglossicida_GB...
Pseudomonas_japonica_GB
Pseudomonas_plecoglossicida_GB...
Pseudomonas_sp.2114.03 €—
Pseudomonas_plecoglossicida_GB...
Pseudomonas_vranovensis_GB
Pseudomonas_mosselii_GB_3
Pseudomonas_maonteili_GB_3
Pseudomonas_monteili_GB_1
Pseudomonas_monteili_GB_2
Pseudomonas_sp.2117.06 €¢—
Pseudomonas_sp.2114.18 €—
Pseudomonas_graminis_GB_1
Pseudomonas_graminis_GB_2
Pseudomonas_graminis_GB_3
Pseudomonas_abietaniphila_GB
Pseudomonas_chlororaphis_subsp...
Pseudomonas_sp.2117.01 €—
Pseudomonas_chlororaphis_subsp...
Pseudomonas_chlororaphis_subsp...
Pseudomonas_chlororaphis_subsp...
E Pseudomonas_chlororaphis_suhsp...
Pseudomonas_otitidis_GB
Pseudomonas_aeruginosa_GB_1
[Rgeudomonas_sp.2117.10 <4+
Pseudomonas_aeruginosa_GB_2
eudomonas_aeruginosa_GB_3

Pseudomonas_migulae_GB_4
{F_@,seudomonas_migulae_GBj

1Bseudomonas_migulae_GB_1
Pseudomonas_migulae_GB_2

Pseudomonas_rhizosphaerae_GB_1
18seudomonas_rhizosphaerae_GB_2
fogeudomonas_rhizosphaerae_GB_3
Pseudomonas_rhizosphaerae_GB_4
Pseudomonas_caricapapayae_GB
1B®eudomonas_tremae_GB
1®8eudomonas_congelans_GB_1
of¥udomonas_congelans_GB_2
Pseudomonas_cichorii_GB_1
1Bseudomonas_cichorii_GB_3
fmeudomonas_cichorii_GB_2
Pseudomonas_cichorii_GB_4
Pseudomonas_trivialis_GB
ﬁseudomonas_tolaasii_GB_1
op

eudomonas_tolaasii_GB_4

seudomonas_tolaasii_GB

eudomonas_tolaasii_G
Pseudomonas_lutea_GB_1
udomonas_lutea_GB_2

' Pseudomonas_chlororaphis_subsp...

H%udomonas_chlororaphis_subsp...
Pseudomonas_onzihabitans_GB
AEffPseudom0nas~cremoricolorata_GB
H%:udomonas_fulva_GB_1
Pseudomonas_chlororaphis_subsp...
M®seudomonas_chlororaphis_GB_2
Heeudomonas_chlororaphis_GB_1
®8sudomonas_chlororaphis_GB_3
Pseudomonas_sp.2114.17 €—
Tof Seudomonas_sp.2117.19 <+
Bseudomonas_mosselii_GB_1
udomonas_mosselii_GB_2
Pseudomonas_mosselii_GB_4
Pseudomonas_psychrophila_GB
eudomonas_fragi_GB
Pseudomonas_fulva_GB_2
udomonas_fulva_GB_3

B
3

50.0

Figura 52: Consenso estrito das 40 arvores mais parcimoniosas do género Pseudomonas obtidas pela busca
heuristica. As setas em vermelho indicam a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as
amostras baixadas do NCBI.
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5.5.12 Staphylococcaceae (Schleifer and Bell 2010)

A familia Staphylococcaceae é composta por 5 géneros sendo Staphylococcus
(Rosenbach 1884) o género tipico. Este género é composto por 47 espécies e 24 subespécies
tendo como espécie tipica Staphylococcus aureus (Rosenbach 1884) (LBSN). E formado por
cocos Gram-positivos, imoveis, ndo formadores de esporos e ocorrem isolados, em pares, em
cadeias curtas, mas principalmente em forma de cachos de uva (Koneman et al., 2008).

Representando este grupo estd a amostra 2086.12, a qual foi identificada como
Staphylococcus, com base no 16S. Nas andlises de distancia (fig. 53) e parcimonia (fig. 54),

este Microrganismo aparece em Associacdo Direta Monofilética com S. warneri (Kloos and

Schleifer 1975) obtidas no GB em um clado com elevada resolucao.
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Figura 53: Arvore de distancia do género Staphylococcus, pelo método de distancia Neighbor-Joining

baseado no modelo Tamura-Nei. A seta indica a localizacdo da amostra deste trabalho inserida entre as
baixadas do NCBI.
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Figura 54: Consenso estrito das 52 arvores mais parcimoniosas do género Staphylococcus obtidas pela
busca heuristica. A seta em vermelho indica a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as

amostras baixadas do NCBI.
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5.5.13 Streptococcaceae (Deibel and Seeley 1974)

A familia Streptococcaceae é composta por 3 géneros sendo Streptococcus (Rosenbach
1884) o género tipico. Os microrganismos deste grupo sdo cocos Gram positivos, imoveis,
ndo formadores de esporos e ocorrem isolados, em pares, em cadeias curtas ou longas
(Koneman et al., 2008).

Representando este grupo estdo as amostras 2086.37, 2086.38, 2086.39, 2086.41,
2086.42 e 2086.43, as quais foram identificadas como Lactococcus (Schleifer et al. 1986),
com base no 16S. Nas analises de distancia (fig. 55) e parciménia (fig. 56), os
microrganismos 2086.43 e 2086.41 se integraram em Associacdo Direta Monofilética ao
clado das espécies obtidas do GB L. lactis (ex Latorre-Guzman et al. 1977) Schleifer et al.
1986, enquanto que 2086.39, 2086.38, 2086.37 e 2086.42 apresenta-se em Associagdo Direta
Monofilética com as espécies L. garvieae (Collins et al. 1984) Schleifer et al. 1986, em um

clado com elevada resolucéo.
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Figura 55: Arvore de distancia do género Lactococcus, pelo método de distancia Neighbor-Joining baseado

no modelo Tamura-Nei. As setas indicam a localizagdo da amostra deste trabalho inserida entre as baixadas
do NCBI.
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Figura 56: Consenso estrito das 80 arvores mais parcimoniosas do género Lactococcus obtidas pela busca
heuristica. As setas em vermelho indicam a localizacdo das amostras deste trabalho inserida entre as
amostras baixadas do NCBI.
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5.5.14 Xanthomonadaceae (Saddler and Bradbury 2005)

A familia Xanthomonadaceae é formada por 22 géneros sendo Xanthomonas (Dowson
1939) o género tipico (LBSN).

Neste trabalho foi identificado microrganismos do género Stenotrophomonas (Palleroni
and  Bradbury  1993). Este é  constituido por 13  espécies  sendo
Stenotrophomonas maltophilia (Hugh 1981) Palleroni and Bradbury 1993 a espécie tipica. As
bactérias deste género sdo bacilos Gram negativas, comumente encontradas em solo e com
flagelos polares multitriquios (Koneman et al., 2008).

Representando este género estdo os isolados 2103.18 e 2117.08. Nas andlises de
distancia (fig. 57) e parcimonia (fig. 58), estes microrganismos aparecem em um clado com
elevada resolucdo e em Associacdo Direta Parafilética com S. pavanii e S. maltophilia, sendo

este Ultimo um grupo mal definido, se apresentando em clados diversos.
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Figura 57: Arvore de distancia do género Stenotrophomonas. As setas indicam a localizagdo da amostra
deste trabalho inserida entre as baixadas do NCBI.
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Figura 58: Consenso estrito das 40 arvores mais parcimoniosas do género Stenotrophomonas obtidas pela
busca heuristica. As setas em vermelho indicam a localizagdo das amostras deste trabalho inserida entre as

amostras baixadas do NCBI.
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5.6 CRESCIMENTO INIBITORIO MINIMO EM CHUMBO E CADMIO

O nivel de contaminacdo por cddmio e principalmente chumbo no solo de Santo
Amaro ndo se encontra de forma homogénea ao longo das antigas instalagdes da Plumbum
Mineradora, aumentando a medida que se aproxima da chaminé da antiga fabrica (Anjos
2003).

Neste solo, foram isolados microrganismos, a fim de se avaliar o grau de
contaminacdo a que estes organismos sdo tolerantes atraves do ensaio de Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM). O comportamento de alguns microrganismos isolados em metais de

chumbo e cddmio se encontra em fotografias no anexo deste trabalho (fig. 59 — 86).

5.6.1 Aeromonadaceae

As espécies Aeromonas sp.1 (2103.16) e Aeromonas sp.2 (2086.31) em meio contendo
chumbo apresentaram CIM de 1400 e 1050 pg/mL, respectivamente (tabela 04). Quanto ao
cadmio, Aeromonas sp.1 (2103.16) apresentou CIM de 800 enquanto que a outra cepa ndo
cresceu em controle negativo (tabela 04). Por sua vez, Aeromonas sp.2 (2086.33) ndo cresceu
durante os testes em chumbo e cAdmio (tabela 04).

O comportamento destas espécies pode ser visualizado em figuras (59 — 86) no anexo,

seguindo tabela de orientacdo que os antecede.

Tabela 04: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das espécies de Aeromonas em chumbo e cadmio. *N&o
houve crescimento da bactéria durante os testes.

Espécies de Identificacagdo das CIM CIM
bgctérias espécies em fotos no Planta de origem chumbo cadmio
anexo (ug/mL) (ng/mL)
Aeromonas sp.1 90u6.3 Scrophulariaceae
(2103.16) 1400 800
Aeromonas sp.2 Ipomoea asarifolia Roem.
l *
(2086.31) HO2 & Schult. 1050

(Convolvulaceae)
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ACTOMONAS SD.2 Ipomoea asarifolia Roem.
P HO5 & Schult. * *

(2086.33) (Convolvulaceae)

5.6.2 Bacillaceae (Bacillus, Exiguobacterium e Lysinibacillus)

Os isolados pertencentes a familia Bacillaceae somam 41 individuos de cuja CIM esta
indicado na tabela 05, na qual observa-se que a maioria dos individuos pertencentes a esta
familia apresentou resisténcia a ambos os metais, porém sdo mais susceptiveis ao cadmio.
Apenas, dois individuos ndo apresentaram crescimento em meio contendo chumbo (Bacillus
Grupo subtilis (2085.06); Lysinibacillus fusiformis (2118.10)); em cadmio Bacillus Grupo
subtilis (2070.01) ndo cresceu e outros dois ndo cresceram em nenhum dos metais testados (B.
Grupo subtilis (2070.20); Bacillus Grupo cereus (2086.19)) (tabela 05).

Espécies como B. Grupo cereus (2070.06) e B. Grupo subtilis (2070.08), além da
resisténcia elevada aos metais de chumbo e cadmio, apresentaram alteragdes na forma e cor
da coldnia, destacando-se o tom vivo da colbnia apresentado pelo B. Grupo cereus (2070.06)
em concentracdo de 1050upg/mL de chumbo (fig. 84 — XXIV, anexo). Estas alteracoes
fenotipicas ocorreram em resposta ao aumento de, principalmente, metais de chumbo no meio
de cultura.

O comportamento destas espécies pode ser visualizado nas figuras 59 — 86 do anexo,

seguindo tabela de orientagdo que os antecede.

Tabela 05: CIM das espécies de Bacillus, Exiguobacterium e Lysinibacillus em chumbo e cadmio. *Néo
houve crescimento da bactéria durante os testes.

Identificacdo das CIM CIM
Espécies de bactérias espécies em foto Plantas de origem chumbo cadmio
no anexo (ng/mL) (ug/mL)
Bacillus Grupo subtilis Cecropia pachystachya
(2070.10) ALY Trécul (Moraceae) 1600 S0
B. Grupo subtilis A3l Cecropia pachystachya . .
(2070.20) Trécul (Moraceae)
B. Grupo subtilis Ricinus comunis L.
(2085.02) B15 (Euphorbiaceae) 1400 100
A01 1050 *

B. Grupo subtilis Cecropia pachystachya




1

N

4

(2070.01) Trécul (Moraceae)

B. Grupo subtilis B19 Ricinus comunis L. * 50
(2085.06) (Euphorbiaceae)

Bacillus nealsonii Ricinus comunis L.
(2086.10) BO3 (Euphorbiaceae) 1050 400

Psidium guajava L.
(2086.25) (Myrtaceae)

Bacillus Grupo cereus

D14 1400 800

B. Grupo cereus

(2117.22) Ludo3 Ludwigia sp. (Onagraceae) 1400 200

B. Grupo cereus D04 Psidium guajava L.
(2086.19) (Myrtaceae)

B. Grupo cereus Ricinus comunis L.
(2086.13) BO6 (Euphorbiaceae) 1400 400

B. Grupo cereus

737.8 ton sp. (Euphorbi <32
(2103.30) 373 Croton sp. (Euphorbiaceae) 800 3

B. Grupo cereus HPO3 Mesosphaerum pectinata

(2118.09) (L.)Kuntze (Lamiaceae) 1400 200

B. Grupo cereus

(2114.21) 3738.4 Hyptis sp. (Lamiaceae) 1400 200



1

N

5

B. Grupo cereus

Cecropia pachystachya
(2070.15) Trécul (Moraceae)

A23 1400 100

Lysinibacillus fusiformis
(2085.11)

RUBO02 Borreria sp. (Rubiaceae) 1050 100

Peperomia pellucida (L.)

L. fusiformis (2120.02) PIP02 Kunth (Piperaceae) 1400 100
Lysinibacillus
macroides- Po01 Poaceae 1050 200
boronitolerans (2114.12)

Lysinibacillus

. 741.1 Ast 1
xylanilyticus (2117.13) 8 sieraceae 050 50

L. sphaericus (2117.21) LUDO2 Ludwigia sp. (Onagraceae)

MCIDO01

L. sphaericus (2085.12)

Sida L. (Malvaceae) 1050 50
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Figura 87: Crescimento de bactérias da familia Bacillaceae em meios contendo diferentes concentragdes de
chumbo (gréfico azul) e cAdmio (gréafico vermelho).

5.6.3 Brucellaceae

A espécie obtida neste trabalho Pseudochrobactrum saccharolyticum/asaccharolyticum

(2117.05) apresentou resisténcia a ambos 0s metais pesados testados, com CIM em chumbo
de 1400pg/mL e em cadmio de 100ug/mL (tabela 06).

O comportamento destas espécies pode ser visualizado em figuras (59 — 86) no anexo,
seguindo tabela de orientagdo que os antecede.

Tabela 06: CIM da espécie de Pseudochrobactrum em chumbo e cadmio.

Identificacdo das

. L L. Planta de CIM chumbo CIM cadmio
Espécies de bactérias espécies em fotos origem (ug/mL) (ug/mL)
Nno anexo g H9 Hg
Pseudochrobactrum
saccharolyticum- 3736.1 Asteraceae 1400 100
asaccharolyticum

(2117.05)




127

5.6.4 Comamonadaceae

A espécie obtida neste trabalho Comamonas testosteroni (2117.16) ndo cresceu durante
0s testes com os metais pesados de chumbo e cddmio (tabela 07).
O comportamento destas espécies pode ser visualizado em figuras (59 — 86) no anexo,

seguindo tabela de orientacdo que os antecede.

Tabela 07: *Nao houve crescimento da espécie Comamonas testosteroni 2117.16 em cadmio e chumbo
durante os testes.

- - . CIM cadmio
Espécies de bactérias Planta de origem CIM chumbo (pg/mL) !
(Hg/mL)
Comamonas testosteroni Asteraceae " *

(2117.16)

5.6.5 Enterobacteriaceae (Enterobacter, Citrobacter, Escherichia, Klebsiella, Pantoea,

Providencia e Serratia)

Para a familia Enterobacteriaceae foram obtidas 38 espécies, pertencentes aos géneros
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Pantoea, Providencia e Serratia. A
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) destas bactérias esta indicada na tabela 08 e mostrada
na figura 88. No gréafico observa-se que a maioria dos microrganismos desta familia apresenta
resisténcia a ambos os metais, porém mais bem adaptados ao Pb que ao Cd. Contudo, alguns
microrganismos ndo cresceram em chumbo (Enterobacter kobei (2120.04), Serratia sp.7
(2085.16), Serratia sp.3 (2117.11)) ou em cadmio (Enterobacter sp.2 (2114.08), Enterobacter
cancerogenus (2086.16), Enterobacter sp.3 (2246.02), Enterobacter sp.11 (2103.23),
Enterobacter sp.9 (2118.13), Enterobacter sp.12 (2114.10), Enterobacter sp.5 (2070.07),
Enterobacter sp.10 (2086.14), Enterobacter sp.10 (2246.07), Enterobacter sp. nov.l
(2117.14), Enterobacter sp. nov.1 (2117.04), Enterobacter sp.2 (2085.07), Enterobacter sp.2
(2246.08), Citrobacter cf. werkmanii (2103.17), Citrobacter sp.4 (2246.04), Citrobacter sp.4
(2117.02), Escherichia coli (2103.20), Pantoea eucrina (2086.06), Pantoea eucrina
(2086.08), Pantoea eucrina (2086.02), Pantoea sp.1 (2086.03), Serratia sp.1 (2246.05),
Serratia nematodiphila (2246.03), Providencia sp.1 (2117.03), Providencia alcalifaciens-
rustigianii (2118.07)).
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O comportamento destas espécies pode ser visualizado em figuras (59 — 86) no anexo,

seguindo tabela de orientagcdo que os antecede.

Tabela 08: CIM das espécies de Enterobacter, Citrobacter, Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Serratia e
Providencia em chumbo e cadmio. *N&o houve crescimento da bactéria durante os testes.

Identificacdo da

- . CIM chumbo CIM céadmio
espécie em fotono  Plantas de origem

(Mg/mL) (Mg/mL)

Espécies de
bactérias

anexo

Cecropia pachystac
A22 hya Trécul 1400 200
(Moraceae)

Enterobacter sp.2
(2086.05)

Mesosphaerum
3733.1 pectinata (L.) 1600 200
Kuntze (Lamiaceae)

Enterobacter sp.4
(2114.14)

Cecropia pachystac
Enterobacter sp.5 pia pachy

All hya Trécul 1600 *
(2070.07) (Moraceae)
Enterobacter sp.6 Co6 Poaceae 1400 50

(2085.08)
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Cecropia pachystac
A08 hya Trécul 1400 400
(Moraceae)

Enterobacter sp.8
(2086.01)

Enterobacter sp.10 Ricinus comunis L.

*
(2086.14) BO7 (Euphorbiaceae) 1050
Enterobacter sp.10 Ocimum selloi .
(2246.07) 003 Benth. (Lamiaceae) 1400

Enterobacter sp.12 MO1 Mimosa pigra L.

*
(2114.10) (Lamiaceae) 1400

Enterobacter kobei

*
(2120.04) AROX02 Asteraceae 400

Enterobacter Ricinus comunis L
hormaechei B08 (Euphorbiaceae) ' 1400 200
(2086.15) P

Enterobacter Psidium guajava L
hormaechei D17 ™ r?ac ejae) : 1400 800
(2086.26) y
Enterobacter s Peperomia
P. 3734.4 pellucida (L.) 1600 *

nov.1 (2117.04)

Kunth (Piperaceae)




1

w

0

Citrobacter sp.2 37376 Croton sp.

(2103.28) (Euphorbiaceae) 1600 100

Leonotis nepetifolia
LEOO02 (L) R. Br. 1400 400
(Lamiaceae)

Citrobacter sp.3
(2118.11)

Leonotis nepetifolia
LEOO1 (L) R. Br. 1400 400
(Lamiaceae)

Citrobacter sp.3
(2086.36)

Citrobacter sp.4 Justicia sp.

Jo1

*
(2246.04) (Acanthaceae) 1400

Peperomia
3734.2 pellucida (L.) 1600 *
Kunth (Piperaceae)

Citrobacter sp.4
(2117.02)

Citrobacter cf.

i *
werkmanii (2103.17) 90U6.4 Scrophulariaceae 1400
Escherichia coli Borreria sp.
707. . 1 *
(2103.20) 37073 (Rubiaceae) 600

Klebsiella cf. D06 Psidium guajava L.
variicola (2086.20) (Myrtaceae)

1400 800

A30 Cecropia pachystac
hya Trécul

Pantoea eucrina 1050
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(2086.08) (Moraceae)

Ipomoea asarifolia
HO3 Roem. & Schult. 1400 *
(Convolvulaceae)

Serratia sp.1
(2246.05)

Serratia sp.2 37394 Heliotropium sp.

(2114.24) (Boraginaceae) 1400 100

Serratia sp.3

*
(2117.11) 3740.1 Campanulaceae 1600

Heliotropium sp.
(2114.22) (Boraginaceae)

Cecropia pachystac
A24 hya Trécul 1400 400
(Moraceae)

Serratia sp.4

3739.1 1400 100

Serratia sp.6
(2070.16)

Cecropia pachystac
A29 hya Trécul 1400 1600
(Moraceae)

Serratia sp.6
(2070.19)

Serratia sp.7 3739.2 Heliotropium sp.

(2114.23) (Boraginaceae) 1400 100
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Schinus

Serratia sp.7 EO1 terebinthifolius 1400 1600

(2086.29)

(Anarcadiaceae)

Serratia sp.7

Stachytarpheta
(2086.35) (Verbenaceae)

STA02 1400 1600

Serratia sp.7 37372 Croton sp.

(2103.24) (Euphorbiaceae) 1600 1600

Serratia sp.7

(2117.12) 3740.2 Campanulaceae 1600 1600

Serratia sp.7 STAOL Stachytarpheta

(2086.34) (Verbenaceae) 1400 1600

Serratia
nematodiphila 3738.3
(2114.20)

Hyptis sp.

(Lamiaceae) 1400 1600

Serratia Cecropia pachystac
nematodiphila EMO02 hya Trécul 1400 *
(2246.03) (Moraceae)

Providencia sp.2

(2118.03) AA02 Asteraceae 1400 1600
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Providencia (sp.2) Croton sp.
2103.27 37315 (Euphorbiaceae) 1400 1600
Providencia Mesosphaerum
alcalifaciens- HPO1 pectinata (L.) 1400 *
rustigianii (2118.07) Kuntze (Lamiaceae)
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Figura 88: Crescimento de microrganismos da familia Enterobacteriaceae em meios contendo diferentes
concentragdes de chumbo (linha azul) e cddmio (linha vermelha).

O crescimento em meios contendo chumbo ou cadmio de algumas bactérias desta
familia pode ser observado nas figuras do anexo (fig. 59-86). Destaca-se as bactérias Serratia
sp.1 (2103.15), Citrobacter amalonaticus-farmeri (2086.27), Enterobacter hormaechei
(2117.23), Enterobacter sp. nov.1 (2117.04) em chumbo, no qual essas quatro bactérias
apresentaram alteracdes na forma, biomassa e principalmente na cor das colbnias, enquanto
que em cadmio somente Serratia sp.1 (2103.15) apresentou alteracdo de cor, como observado
na figura do anexo (seguir tabela de orientacdo que o antecede).

5.6.6 Enterococcaceae

A espécie Enterococcus gallinarum-casseliflavus (2085.05) apresentou toleréncia a
ambos 0s metais pesados testados, com CIM em chumbo de 1050 pg/mL e em cadmio de 100
pug/mL (tabela 09). Quanto a espécie Enterococcus gallinarum-casseliflavus (2085.09) nao
cresceu no controle negativo mesmo ap6s 5 dias em estufa a 28°C.

O comportamento destas espécies pode ser visualizado em figuras (59 — 86) no anexo,
seguindo tabela de orientagdo que os antecede.
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Tabela 09: CIM das espécies de Enterococcus em chumbo e cadmio. *N&o houve crescimento da bactéria

durante os testes.

Identificacdo da CIM .
- - L . CIM céadmio
Espécies de bactérias espécie em foto Planta de origem chumbo
(Hg/mL)
no anexo (ng/mL)
Enterococcus gallinarum- Ricinus comunis L.
. B1 . 1 1

casseliflavus (2085.05) 8 (Euphorbiaceae) 050 00

Enterococcus gallinarum-
Cco7 Poaceae * *

casseliflavus (2085.09)

5.6.7 Microbacteriaceae

As espécies Leucobacter aff. chromiireducens (2114.07) e Microbacterium sp.1

(2085.03) apresentaram tolerancia a ambos os metais pesados testados, ambas com CIM em

chumbo de 1050 pg/mL e em cadmio a primeira apresentou CIM de 200ug/mL, enquanto a

segunda foi de 100ug/mL (tabela 10). Quanto a espécie Microbacterium sp.2 (2086.17)

apresentou CIM de 800ug/mL em chumbo, porém nédo cresceu no controle negativo durante

0s experimentos com o metal de cadmio, mesmo ap6s 5 dias em estufa a 28°C.

E observado o crescimento da bactéria Leucobacter aff. chromiireducens (2114.07) em

diferentes concentragdes de chumbo e cadmio (fig. 59-86, anexo). Em chumbo, a col6nia

apresenta uma leve alteracdo na coloragdo quando comparada ao controle negativo, enquanto

que no cadmio, a medida que aumenta sua concentracdo, a alteracdo mais visivel é a redugéo

de biomassa, ndo apresentando mudanc¢a em sua coloracéo.
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Tabela 10: CIM das espécies de Leucobacter e Microbacterium em chumbo e cadmio. *Néao houve
crescimento da bactéria durante os testes.

Identificacdo da CIM g
- - L . CIM cadmio
Espécies de bactérias espécie na foto do Planta de origem chumbo
(Hg/mL)
anexo (ug/mL)
Leucobacter aff. Psidium uaiava L
chromiireducens D08 M r?ac ejae) ‘ 1050 200
(2114.07) y
Microbacterium sp.1 Ricinus comunis L.
(2085.03) B16 (Euphorbiaceae) 1050 100
Microbacterium sp.2 B10 Ricinus comunis L. 800 .

(2086.17)

(Euphorbiaceae)

5.6.8 Micrococcaceae

A espécie Arthrobacter sp.1 (2070.04) apresentou CIM em meio contendo chumbo

igual a 1050pg/mL e ndo cresceram durante os teste com o cadmio, enquanto que
Arthrobacter sp.1 (2070.11) e Arthrobacter sp.1 (2070.12) apresentaram CIM no chumbo de
1400ug/mL (tabela 11) e no cadmio de 25ug/mL. Quanto ao Microrganismo Arthrobacter

sp.2 (2085.04) n&o cresceu desde 0 comeco dos testes.

O comportamento destas espécies pode ser visualizado em figuras (59 — 86) no anexo,

seguindo tabela de orientacdo que os antecede.
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Tabela 11: CIM das espécies de Arthrobacter em chumbo e cadmio. *N&ao houve crescimento da bactéria
durante os testes.

Identifiocacéo da

Espécies de L . CIM chumbo CIM cadmio
. espécie em fotono  Planta de origem
bactérias (ug/mL) (ug/mL)
anexo
Cecropia pachystac
A”h(rzoob%cg)sr"l AO5 hya Trécul 1050 x
: (Moraceae)
Cecropia pachystac
Arth("zoob%mlelr;p'l A20 hya Trécul 1400 25
' (Moraceae)
Cecropia pachystac
A”h(rz"ob%alezr)sr"l A21 hya Trécul 1400 25
‘ (Moraceae)
Arthrobacter sp.2 B17 Ricinus comunis L. % .
(2085.04) (Euphorbiaceae)

O crescimento de Arthrobacter sp.1 (2070.04) e Arthrobacter sp.1 (2070.11) em meio
de cultura contendo diferentes concentracdes de metal pesado pode ser visto nas figuras 59 a
86, do anexo (seguindo tabela de orientacdo que os antecede). Nestas, observou-se que a
medida que se aumentava a concentragdo de chumbo, 0s microrganismos apresentaram

morfologias distintas, o que ndo é observado em cadmio.

5.6.9 Moraxellaceae

As espécies de Acinetobacter cf. calcoaceticus (2086.09) e Acinetobacter sp.1l
(2114.15) apresentaram crescimento tanto em chumbo quanto em cddmio com CIM igual a
1050pg/mL e 100pg/mL, respectivamente enquanto que Acinetobacter cf. calcoaceticus
(2118.01) teve CIM em chumbo de 800ug/mL e em cadmio de 6ug/mL (tabela 12). Por sua
vez, as bactérias Acinetobacter cf. calcoaceticus (2070.02) e Acinetobacter cf. calcoaceticus
(2070.05) apresentaram CIM em meio contendo chumbo igual a 1050ug/mL, enquanto
Acinetobacter cf. calcoaceticus (2114.11) e Acinetobacter cf. calcoaceticus (2246.01) igual a
800 e 1400 pg/mL, respectivamente (tabela 12). Estes Gltimos microrganismos nao cresceram

em meio com cadmio durante o desenvolvimento deste trabalho.
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Tabela 12: CIM das espécies de Acinetobacter em chumbo e cadmio. *N&ao houve crescimento da bactéria
durante os testes.

Identificacdo da

Espécies de L . CIM chumbo CIM cadmio
bactérias espécie em foto  Planta de origem (1g/mL) (1g/mL)
No anexo Hg Hg
Mesosphaerum
Acinetobacter pectinata (L.)
sp.1(2114.15) 3733.2 Kuntze 1050 100
(Lamiaceae)
Acinetobacter cf. Ricinus comunis
calcoaceticus B02 L. 1050 100
(2086.09) (Euphorbiaceae)
Acinetobacter cf. Cecropia pachyst
calcoaceticus AQ2 achya Trécul 1050 *
(2070.02) (Moraceae)
Acinetobacter cf. Cecropia pachyst
calcoaceticus AQ9 achya Trécul 1050 *
(2070.05) (Moraceae)
Acinetobacter cf. Ocimum selloi
calcoaceticus 004 Benth. 800 *
(2114.11) (Lamiaceae)
Acinetobacter cf. Cecropia pachyst
calcoaceticus Al6 achya Trécul 800 6
(2118.01) (Moraceae)
Acinetobacter cf. Schinus
calcoaceticus E02 terebinthifolia 1400 *
(2246.01) (Anarcadiaceae)

O comportamento destas espécies pode ser visualizado em figuras (59 — 86) no anexo,

seguindo tabela de orientacdo que os antecede.

5.6.10 Planococcaceae

A espécie Kurthia sp. nov.1 (2103.26) apresentou CIM em meio contendo chumbo
igual a 1050ug/mL, enquanto que em cadmio foi menor que 3,2ug/mL (tabela 13). Por sua
vez, Kurthia sp. nov.1 (2103.25) n&o cresceu durante os testes com 0s metais sob avaliagéo.
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Tabela 13: CIM das espécies de Kurthia em chumbo e caddmio. *N&o houve crescimento da bactéria durante
0s testes.

Identificacdo da

Espécies de . . CIM chumbo CIM cadmio
. espécie em fotono  Planta de origem
bactérias (ug/mL) (ug/mL)
anexo
Kurthia sp. nov.1 37373 CrotorT sp. . .
(2103.25) (Euphorbiaceae)
Kurthia sp. nov.1 Croton sp.
(2103.26) 31314 (Euphorbiaceae) 1050 <3.2

O comportamento da espécie pode ser visualizado nas figuras 59 — 86 no anexo,

seguindo tabela de orientagdo que os antecede.

5.6.11 Pseudomonadaceae

As espécies de Pseudomonas sp.2 (2114.18) e P. sp.2 (2117.06) apresentaram
crescimento tanto em chumbo quanto em cadmio com CIM igual a 1050ug/mL e 50ug/mL,
respectivamente, enquanto que Pseudomonas sp.1 (2114.03), P. sp.3 (2117.01) e
Pseudomonas cf. mosselii (2117.19) tiveram CIM em chumbo de 1050ug/mL e em cadmio
somente a primeira cresceu, com CIM de 100ug/mL (tabela 14). A bactéria P. cf. mosselii
(2114.17) apresentou CIM em meio contendo chumbo igual a 1400ug/mL, ndo crescendo
durante os testes com cadmio.

Por sua vez, Pseudomonas aeruginosa (2117.10) ndo cresceu durante os testes com

chumbo e cadmio (tabela 14).

Tabela 14: CIM das espécies de Pseudomonas em chumbo e caddmio. *N&o houve crescimento da bactéria
durante os testes.

Identificacdo da
Espécies de bactérias  espécie em foto do Planta de origem
anexo

CIM chumbo CIM cadmio
(Mg/mL) (Hg/mL)

Pseudomonas sp.1 Ricinus comunis L.
(2114.03) B2 (Euphorbiaceae) 1050 100
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Pseudomonas sp.2

736.2 Ast 1
(2117.06) 3736 steraceae 050 50
Pseudomonas sp.2
736.4 A 1
(2114.18) 3736 steraceae 050 50
Pseudomonas sp.3 Peperomia
211700 - 3734.1 pellucida (L.) 1050 400
' Kunth (Piperaceae)
Pseudomonas 37393 Heliotropium sp. . .
aeruginosa (2117.10) : (Boraginaceae)
Mesosphaerum
nszzs;;n(]; 1” fj (1:;) 37334 pectinata (L.) 1400 *
' Kuntze (Lamiaceae)
Pseudomonas cf. 3741.7 Asteraceae 1050 *

mosselii (2117.19)

Exemplificando o comportamento do género Pseudomonas em diferentes concentragdes
de metais pesados, tem-se as cepas em chumbo e cadmio (fig. 59-86, em anexo). Nas figuras
do anexo, as bactérias Pseudomonas sp.l1 (2114.03) e Pseudomonas sp.3 (2117.01)
apresentam maior tolerancia a chumbo que cadmio e, interessante notar, o aparecimento de
luminescéncia amarelo-esverdeada na bactéria P. sp.3 (2117.01) durante 0 seu

desenvolvimento em concentracdo de chumbo igual a 800ug/mL.

5.6.12 Staphylococcaceae

A especie Staphylococcus warnerii (2086.12) apresentou CIM em meio contendo
cadmio igual a 100pg/mL, enquanto que em chumbo sua concentragdo foi menor que
3,2ug/mL (tabela 15).
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Tabela 15: CIM das espécies de Staphylococcus em chumbo e cadmio. *N&o houve crescimento da bactéria
durante os testes.

Identificacdo da

Espécies de L . CIM chumbo CIM cadmio
. espécieem fotodo  Planta de origem
bactérias (ug/mL) (ug/mL)
anexo
Staphylococcus Ricinus comunis L.
<
warnerii (2086.12) BOS (Euphorbiaceae) 32 100

Esta espécie cresceu em meio com cadmio, cessando seu crescimento em 200 pg/mL,
mesmo apos 5 dias de incubacdo. Em 100 pg/mL, essa espécie cresceu somente apds 5 dias de
incubacdo a 28°C.

O comportamento destas espécies pode ser visualizado em figuras (59 — 86) no anexo,

seguindo tabela de orientacdo que os antecede.

5.6.13 Streptococcaceae

As espécies de Lactococcus garvieae (2086.38), L. garvieae (2087.37) e Lactococcus
lactis (2086.41) apresentaram CIM em chumbo de 1050ug/mL e em cddmio somente as duas
primeiras espécies cresceram com CIM de 25 e 100 pug/mL, respectivamente (tabela 16). Por
sua vez, L. garvieae (2086.39) e L. garvieae (2086.42) tiveram CIM em chumbo de
1400ug/mL e cadmio iguais a 100 e 400 pg/mL, respectivamente, enquanto que L. lactis
(2086.43) apresentou tolerancia somente ao chumbo de 1600ug/mL, ndo crescendo durante o0s

testes com cadmio (tabela 16).

Tabela 16: CIM das espécies de Lactococcus em chumbo e cadmio. *Nao houve crescimento da bactéria
durante os testes.

Identificacdo da

Espécies de L . CIM chumbo CIM cadmio
- espécie em foto do Planta de origem
bactérias (ng/mL) (ng/mL)
anexo
Lactococeus LEGO1 Leguminosae 1050 25

garvieae (2086.38)
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L. garvieae
(2086.37)

L. garvieae
(2086.39)

L. garvieae
(2086.42)

Lactococcus lactis
(2086.43)

L. lactis (2086.41)

LOBO1

Cuo1

ACO01

CONVO01

SCo1

Lobelia organenses
Gardner
(Campanulaceae)

Cuphea sp.
(Lythraceae)

Acanthaceae

Convolvulaceae

Scrophulariaceae

1050

1400

1400

1600

1050

100

100

400

Exemplificando o comportamento do género Lactococcus em diferentes concentracfes

de metais pesados, tem-se as cepas L. garvieae (2086.38) e L. lactis (2086.43) em chumbo e

cadmio (fig. 59-86, em anexo). E interessante notar o escurecimento da coloracio da cepa L.

lactis (2086.43) durante o seu desenvolvimento em distintas concentragdes de chumbo.

5.6.14 Xanthomonadaceae

As espécies Stenotrophomonas cf. pavanii-maltophilia (2117.08) e S. cf. pavanii-

maltophilia (2103.18) apresentaram CIM em chumbo de 1050ug/mL e em cadmio o primeiro

cresceu com CIM de 50ug/mL (tabela 17) e o segundo ndo apresentou viabilidade celular

durante os testes.
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Tabela 17: CIM das espécies de Stenotrophomonas em chumbo e cadmio. *Ndo houve crescimento da
bactéria durante os testes.

Identificacdo da
espécie em foto do  Planta de origem
anexo

CIM chumbo CIM cadmio
(Mg/mL) (Mg/mL)

Espécies de
bactérias

Stenotrophomonas
cf. pavanii-
maltophilia

(2117.08)

3736.5 Asteraceae 1050 50

Stenotrophomonas
cf. pavanii- Borreria sp.
- 707.1 .
maltophilia 370 (Rubiaceae)
(2103.18)

1050 *

Stenotrophomonas cf. pavanii-maltophilia (2103.18) e Stenotrophomonas cf. pavanii-
maltophilia  (2117.08), em concentracdo de chumbo de 1050ug/mL, apresentaram
crescimento somente apds 5 dias de incubacdo, sendo que o primeiro microrganismo
apresentou acentuada reducdo de sua biomassa. Em concentracdo de 1400pg/mL, essas
bactérias ndo cresceram mesmo apos os 5 dias em estufa.

Por sua vez, S. cf. pavanii-maltophilia (2117.08) apresentou em cadmio crescimento
em concentracdes de 50 e 100 pg/mL somente apos 5 dias de incubacgdo, ndo crescendo apds
esse mesmo periodo em concentra¢@es de 200ug/mL deste mesmo metal.

O comportamento destas espécies pode ser visualizado em figuras (59 — 86) no anexo,

seguindo tabela de orientacdo que os antecede.

5.7 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A Concentracao Inibitéria Minima das espécies de bactérias identificadas com base na
regido 16S se apresentaram em relacdo as concentracbes de chumbo e cadmio segundo as

figuras 89 e 90, respectivamente:
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Figura 89: Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) em meio com chumbo e a quantidade de espécies de
bactérias para cada uma das concentragdes.
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Figura 90: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) em meio com cadmio e a quantidade de espécies de
bactérias em cada uma das concentragdes.

5.8 DISTRIBUICAO DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS E GRAM NEGATIVAS EM
MAMONA (RICINUS COMUNIS L) E EMBAUBA (CECROPIA PACHYSTACHYA
TRECUL)

Foram isoladas as bactérias da rizosfera de 35 espécies de plantas, das quais se
destacaram em relacdo a quantidade de espécies de bactérias isoladas a mamona e a embauba.
O total de bactérias isoladas da rizosfera destas duas espécies de plantas representou cerca de
37% do total de espécies de bactérias neste estudo. Entretanto, ha uma forte divergéncia na
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composicao de cada uma delas (embalba e mamona) quanto a composicdo de bactérias Gram
positivas e Gram negativas (fig. 91) isoladas nestas rizosferas. Em embalba foram
encontradas 78,6% de Gram negativas e 21,4% de Gram positivas, em contraste, na mamona

foi isolada 40% de Gram negativas e 60% de Gram positivas.

90
80
70
60 -
W Imbauba
50
B Mamona

NoW B
o o o
| | |

Esopécies isoladas de bactérias (%)

=
o
|

=]
|

Gram Positiva Gram Negativa

Figura 91: Distrubuigdo de bactérias Gram positivas e Gram negativas em mamona e embauba extraidos em
area contaminada por metais pesados.

5.9 ALTERACOES FENOTIPICAS EM GRAM POSITIVAS E GRAM NEGATIVAS EM
CHUMBO E CADMIO

Foram observadas mudancas morfoldgicas entre as bactérias Gram positivas e Gram
negativas desenvolvidas em meio com chumbo e cddmio quando comparadas ao controle
negativo, i.e. bactérias que cresceram em meio agar nutriente sem adi¢do dos metais.

Dentre as bactérias Gram negativas, 87% apresentaram alteracbes morfoldgicas
conspicuas em chumbo, enquanto que para as Gram positivas estas alteracGes representaram
apenas 38%. Dentre estas alteracdes, destacam-se a mudancga na cor e textura das colénias,
sendo que as coldnias adquirem tons vivos, principalmente quando expostas a determinadas
concentragfes de chumbo, como observado, por exemplo, nas espécies Serratia sp.7
(2114.19) (fig. 79 — XII e XIII), Bacillus Grupo cereus (2070.06) (fig. 78 — 1I) e
Pseudomonas sp.3 (2117.01) (fig. 76 — XVII). Nota-se que as bactérias que mais

apresentaram alteracbes morfologicas em chumbo foram as Gram negativas (fig. 92a),
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enquanto que poucas colbnias de bactérias Gram positivas apresentaram tais alteractes

(fig.92a). Por sua vez, a maioria das bactérias, independente do Gram, cultivadas em meios

com cadmio, ndo apresentaram diferencas morfoldgicas durante seu desenvolvimento (fig.

92b).

100

Espécies de bactérias
(%)

Em chumbo

Alteracoes  Sem alteragGes
visiveis

B Gram positiva

B Gram negativa

A

Espéciesde bactérias

(%)

80
70
60
50
40
30
20

Em cadmio

Alteracoes
visiveis

Sem
alteragoes

B Gram positivo

B Gram negativo

B

Figura 92: Alteragdes morfolégicas visiveis em bactérias gram positivas e gram negativas crescidas em meio

contendo chumbo (A) e cadmio (B).
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6. DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO DO SOLO

O solo da regido de Santo Amaro & denominado Massapé, caracteristico de todo
Reconcavo Baiano e sul da Bahia. E um solo muito argiloso, escuro e rico em himus, oriundo
da decomposicdo de rochas sedimentares, como os folhelhos (rocha argilosa em finas
camadas) formados no periodo cretaceo.

No solo de Santo Amaro, com significativa quantodade de matéria organica e com pH
levemente alcalino, é sugerido que ions divalentes como o cumbo e cadmio, apresentem
afinidade com as substancias humicas do solo, formando compostos orgénicos estaveis e
insolGveis, como apontdaso no trabalho de Olson e Skogerboe (1975). Além disso, o Pb pode
ser imobilizado por processos de troca idnica com 6xidos e hidréxidos de ferro e manganés e
tem tendéncia para complexar e precipitar (Olson e Skogerboe, 1975). Desta forma, sugere-se
que o solo argiloso € um forte aliado as bactérias tolerantes no processo de imobilizacdo de

chumbo e cadmio.

6.2 ANALISE MOLECULAR COM A REGIAO 16S rRNA

A regido escolhida para identificar as cepas de bactérias isoladas do solo de Santo
Amaro foi a regido intragendmica 16S rRNA. Esta regido é a mais utilizada para estabelecer
relacfes de parentesco entre microrganismos e identificacdo e por isso € considerada o “gold
standard” da filogenia (Case et al. 2007). Além disso, segundo Links et al. (2012), muitos
autores consideram esta regido eficaz para o barcoding ou ‘cédigo de barras’, ou seja, um
marcador unico que permitiria a identificacdo de bactérias.

Este trabalho avaliou o uso do 16S em grupos nao relacionados de bactérias, resultando
na discriminacdo especifica de apenas 20% dos isolados enquanto que para o restante foi
indicado apenas o género ou grupos infragenéricos (tabela 03 — nos resultados).

Existem varios fatores que contribuiram para esta relativamente baixa capacidade de
discriminacdo de bactérias com base na analise do 16S como a presenca de copias paralogas,
inacurada identificacdo taxondémica das sequéncias submetidas ao Genbank, delimitacéo
taxondmica complexa das espécies, como também a falta de informacéo suficiente na regido
16S.
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Em algumas analises onde as bactérias se encontram na denominada, neste trabalho, de
‘Associacao Direta Parafilética’ que reuniu 7% das espécies de bactérias, é possivel presumir
que houve equivoco na identificacdo taxonémica da espécie depositada no GB ou houve
problemas na prépria delimitacdo da espécie. Em alguns casos este tipo de associa¢do tem
fortes indicios de serem resultados da analise de copias paralogas. Cépias paralogas sao,
segundo Gevers et al. (2006), genes homologos dentro de um mesmo genoma, originadas em
eventos de duplicagcdo ao acaso ou em resposta a uma pressdo seletiva e que a partir deste
evento passam a ter evolugdo independente nos seus descendentes. Segundo Case et al.
(2007), tal duplicacdo, pode alterar a filogenia, pois depende da copia escolhida (copias ndo
homologas), dificultando, assim a interpretacéo dos dados.

Desta forma, foi verificado que houve a inclusdo de copias ndo homdlogas em algumas
das andlises e isso impediu que o resultado fosse acurado, pois a atracdo dos diferentes grupos
de copias homologas (o que representa a ‘filogenia dos eventos de duplicagdo’) na analise
conflita com a atracdo de espécies proximas, que seria a filogenia das espécies. O resultado
desta competicdo de sinais filogenéticos tende a ser o colapsamente dos clados que deveriam
informar as relacfes de similaridade entre espécies. Este artefato de cdpias paralogas foi
facilmente detectado e se apresentou comum em cerca de 53% ‘espécies’ que nao estavam
associadas a nenhum grupo ou espécie de bactérias. Como exemplo temos as espécies do
género Citrobacter (familia Enterobacteriaceae) estudadas onde esta condicdo se encontra
bem caracterizada (fig. 93). Logo, somente a utilizacdo do 16S como marcador ndo é

suficiente para discriminar e classificar os organismos dentro destes grupos.
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[T

Figura 93: Copias pardlogas em espécie do género Citrobacter.

Por ultimo, a falta de informacdo contida no 16S também foi um dos fatores que

contribuem para sua ineficiéncia em discriminar espécies que se apresentaram em Associagdo
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Direta de Grupo. Para as espécies do género Bacillus a regido 16S é incapaz de discriminar as
espécies em sua maioria, sendo que estas encontram-se apenas identificadas como
pertencentes a grupos de espécies. Este problema é reportado também em Bavykin et al.
(2008) que sugerem que para discriminagdo de bactérias dentro do género Bacillus, é
necessaria a utilizacdo, aléem da regido 16S, da regido 23S em conjunto com as sequéncias do
gene gyrB. Ja para o ‘grupo Bacillus subtilis’, Wang et al. (2007) sugerem 0 uso somente do
gene gyrB que seria suficiente para identificar suas espécies.

Desta forma a regido do 16S é considerada aqui inviavel como Unico marcador tipo
barcoding de espécies, o que suporta as conclusdes alcancadas em Links et al. (2012).
Entretanto, a regido 16S se mostrou Util para determinar géneros, em alguns casos, diferentes
tipos de Associacdo infragenéricas e, mais raramente, para determinar a espécie de bactérias.
Desta forma, propomos nessa Dissertacdo que o marcador 16S juntamente as metodologias
aqui usadas com base em andlises de distancia e parcimbnia sejam 0s primeiros passos na
identificacdo de bactérias cultivadas. Com base nestes resultados do 16S, esperamos que
sejam feitas outras abordagens metodolégicas de acordo com o grupo taxondémico em questao

para uma identificacdo especifica.

6.3 RELACAO DAS BACTERIAS GRAM POSITIVAS E NEGATIVAS COM AS
PLANTAS DE SANTO AMARO E SUAS TOLERANCIAS AOS METAIS DE CHUMBO
E CADMIO

Do total de espécies isoladas do solo contaminado de Santo Amaro, 72,3% sdo Gram
negativas e 27,7%, Gram positivas. Ambos 0s grupos de bactérias foram isoladas
principalmente da rizosfera de embauba (21,5% do total) e mamona (23%) (ver tabela
completa 19, em anexo). Estas plantas possuem em comum o hébito arbustivo até arvoreta e
sdo consideradas colonizadoras de areas perturbadas (Pastore, comm. pess.), 0 que pode estar
relacionado com a expressiva quantidade de bactérias isoladas.

Dentre as bactérias isoladas em embalba, a maioria € Gram negativa (78,6%),
enquanto que Gram positivas representaram 21,4%. Em contraste, na mamona foi isolada
40% de Gram negativa e 60% Gram positiva. Desta maneira, estes dados sugerem que grupos
de bactérias com diferentes paredes celulares (Gram) preferencialmente colonizam a rizosfera
em diferentes plantas, como visto nos graficos da figura 91. Além disso, estes dados também

sugerem que o habito perene das plantas deve resultar em um ndmero maior de espécies de
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bactérias em sua regido rizosférica, em comparacdo com as plantas anuais. Porém, estas
correlagOes deverdo ser melhor avaliadas em estudos posteriores

Todas as bactérias isoladas apresentaram maior resisténcia ao chumbo que ao cadmio
como pode ser visto nos graficos das figuras 89 e 90. Este fato coincide com a constatacdo de
diversos trabalhos geoquimicos realizados em Santo Amaro que apontam maior incidéncia de
chumbo que cadmio no solo (Anjos, 2003; Machado et al., 2004). Sugere-se, portanto, que as
bactérias j& adaptadas a elevadas concentracdes de chumbo, foi também capaz de crescer em
meio de cultura com elevada concentragéo deste mesmo metal (Jordan e Lechevalier, 1975;
Duxbury e Bicknell, 1982).

Além da elevada resisténcia, em chumbo a maioria (87%) das bactérias Gram
negativas apresentaram alteracdo na coloragdo de suas colbnias, ao contrario das Gram
positivas em que este comportamento foi apresentado somente (38%) das espécies (sendo elas
Bacillus Grupo subtilis, Kurthia sp. nov.1, Lactococcus lactis e Lysinibacillus macroides-
boronitolerans) (fig. 92). Por sua vez, em meio contendo cadmio ndo houve alteracdes
morfolégicas conspicuas para a maioria das espécies de ambos 0s grupos, excecdo feita para
algumas Gram negativas: Serratia sp.7 e Serratia sp.1.

Tais alteraces morfoldgicas sugerem que as bactérias sdo tolerantes aos metais
devido a sua capacidade de reduzir e incorporar 0s metais por suas células, seja por absor¢édo
ou adsorcdo (Cruz-Vega et al., 2012). Segundo Silver (1998), a maioria dos microrganismos
codificam os mecanismos responsaveis pela tolerancia nos plasmideos, o que facilita a
transferéncia horizontal desta caracteristica de célula para célula. Em outros microrganismos,
0S genes se encontram no cromossomo (Silver, 1998), como se estivessem em sua forma
latente, agindo somente quando houvesse um estimulo externo para ser ativado. Porém, seja
no cromossomo seja no plasmideo, os genes parecem ativar diferentes mecanismos a
depender se Gram positivo ou Gram negativo o microrganismo, os quais conferem tolerancia
aos metais (Silver, 1998).

Foi constatado por Boyanov et al. (2003) que o pH do ambiente exercia forte
influencia sobre a ativacdo de determinados sitios destes mecanismos. Eles estudaram a
adsorcdo de cddmio em Bacillus subtilis por técnicas de espectroscopia e raio-X e
descobriram que havia uma relacdo direta com o pH. Ele constatou que abaixo de pH 4.4, o
Cd liga-se predominantemente aos grupos fosforila, ao passo que com pH mais elevados, a

adsorcéo aos grupos carboxila € mais significativa.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Esta € uma primeira abordagem a cerca da interacdo entre bactérias associadas a
plantas tolerantes a metais pesados para a regido de Santo Amaro (Bahia), uma area altamente
impactada por metais pesados, predominantemente cadmio e chumbo.

Neste primeiro trabalho que explora a microbiota rizosférica das plantas mais
representativas da area, foram isoladas bactérias tolerantes aos metais pesados. Tanto as
bactérias Gram positivas quanto as Gram negativas apresentaram maior resisténcia ao chumbo
que ao cadmio seguindo o padrdo de contaminacdo do solo de Santo Amaro. Com base nas
observacdes das conspicuas mudancas morfoldgicas nos testes de resisténcia entre bactérias
submetidas aos metais, inferimos que devem existir mecanismos de tolerancia diferentes em
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Outro ponto importante sugerido neste trabalho
entre as bactérias destes dois grandes grupos, foi a preferéncia destes por plantas de habitos
arbustivo e arvoreta.

Dentre as bactérias Gram positivas e Gram negativas, observou-se predominancia das
familias Enterobacteriacea, destacando as espécies Enterobacter, e Bacillaceae, destacando-se
Lysinibacillus e Bacillus.

Ficou demonstrado com este trabalho que solos, como o de Santo Amaro, abrigam
plantas e bactérias resistentes a elevadas concentracdes de metais, principalmente chumbo,
representando uma fonte rica para futuros processos de biorremediagé&o.

Estudos futuros sdo necessarios para investigar os mecanismos que conferem tolerancia
aos metais a estas bactérias para entdo otimiza-los para sua utilizacdo em processos de
biosensoriamento e biorremediacdo em areas impactadas. Esperamos que estes resultados
sejam Uteis no desenvolvimento de uma metodologia para descontaminar ambientes
contaminados por metal pesado, como Santo Amaro, que ha mais de 30 anos sofre com a

poluicdo.
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9 ANEXO

9.1 ORIENTAGCAO PARA AS FOTOS

TO(XXI);

72(XIX);
74(1X)

Aeromonas sp.1 59(VIl);
(2103.16) 62(XXIX)

69(1X);
Aeromonas sp.2 71(1X);
(2086.33) 62(XXX) 774;((|NV));

Bacillu Grupo cereus
(2070.15)

69(11);

B63(XXXVII) 73(XXI)

69(1V);
71(11);
B3(XXXVIII) 73(XXN);
74(X);
77(VII)

Bacillus Grupo cereus
(2086.13)

Bacillus Grupo cereus

(2086.21) 60(X11)




Bacillus Grupo cereus
(2086.25)

Bacillus Grupo cereus
(2103.32)

Bacillus Grupo cereus
(2114.21)

Bacillus Grupo cereus
(2118.08)

Bacillus Grupo subtilis
(2070.01)

Bacillus Grupo subtilis
(2070.10)

62(XXX)

59(VIII)

B63(XXXIX)

59(111)

164

70(XX);
72(XVIIN)

69(XI);
72(X)

65(11);
66(11);
67(11);
68(11);
69(11);
73(XX1)
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Bacillus Grupo subtilis

(2085.02) 62(XXVIII)

65(11);
66(11);
67(11);
68(11);

Bacillus Grupo subtilis

(2086.04) 59(1V)

65(111);
66(111);
67(111);
59(vin) 68(111):

69(VI);

Bacillus nealsonii
(2114.06)

Lysinibacillus
fusiformis (2085.11 B2(XXX1)

Lysinibacillus

fusiformis (2114.09) 60(X1V)

Lysinibacillus 69(XIl);
fusiformis (2120.02 62(xXX1)

Lysinibacillus
macroides-
boronitolerans
(2114.13)

69(XI1);

60(XVIII) 72(x11)




Lysinibacillus
sphaericus (2117.20)

Lysinibacillus
sphaericus (2117.24

Lysinibacillus
xylanilyticus (2117.13)

Comamonas
testosteroni (2117.16)

Enterobacter sp.10
(2086.14)

Enterobacter sp.11
(2103.23)

Enterobacter sp.2
(2246.08)

Sem foto

62(XXXII1)

59(VI);
62(XXXII);
63(XL)

B3(XXXVIII)
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62(XXXI)

65(I11);
66(111);
67(111);
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69(1X);
71(1X)

70(XVI);

65(1V);
66(V);
67(V);
68(V);

70(XX1);

72(X1X)

70(XVIY;
72(XVII)

65(111);
66(111);
67(11);
68(111);

73(XXI1)

70(XI1X)

70(XVIIY;
7LVIN);

72(XVI);
74(V1)
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Enterobacter sp.3
(2246.02) 62(XXXI) 74(1V)

Enterobacter sp.5

(2070.07) 59(1V)

Enterobacter sp.7

(2070.09) 59(Iv) 73(XX)

69(XI1);
72(X11);
72(XIV);

Enterobacter sp.9

(2118.13) BL(XXVI)

Enterobacter

71V,
cancerogenus (2086.16) B3(XXXVIIT)

74(1X)

Enterobacter cf.

cloacae (2086.05) B3(XXXVI 73(XX1)




Enterobacter cf.
cloacae (2114.05)

Enterobacter
hormaechei (2086.11)

Enterobacter
hormaechei (2086.26)

Enterobacter kobei
(2120.04)

Citrobacter sp.3
(2086.36)

Citrobacter sp.3
(2118.11)

Citrobacter sp.4

59(V11);
62(XXIX)

63(XXXVIIN

60(XVII)

61(XXIIN)
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69(1V);
71(11);

73(XXIN);
74(X);

77(VIIN)

70(XIV);

7L(VIIY;
74(1);

70(XV);

72(XI);
74(10);
77(11)

70(XV);

72(X1);
74(11);
77(11)

70(XX1);
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72(XIX)

(2117.18)

Citrobacter sp.4
(2246.04) 62(XXXI) 69(VI1)

70(X111);
) 70(XX1);
Citrobacter cf. 62(XXXV) 72(X1V);

werkmanii (2103.17) 72(XIX);
74(1X)

Klebsiella cf. variicola 71(1);
2085.15 BL(XXI)

66(1);

Pantoea cf. anthophila- 59(1V); g;g:;
aglomerans (2086.03) 62(XXXIT) 69(1 I),'
73(XX)

69(111);
. 69(V1);
Pantoea eucrina /
(2086.06) B63(XXXVII) 7711(&)
73(XXI)

TO(XXI1);
59(VI); 72(XIX);

Serratia sp.1 (2103.15) 62(XXIX) 74(1);
77(1)
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69(1X);
Serratia sp.1(2086.30) 60(X V1) ;}éﬁ%
77(11)

70(XVII);
72(XVII);
74(X);
77(VI)

Serratia sp.2 (2117.07) 62(XXXVI)

70(XV);
72(XI);
TAVIN);
77(VIN)

Serratia sp.3 (2103.19) B62(XXXVI)

70(XX);
72(XVIIY;
7A(VIN);
77(VII)

Serratia sp.5 (2117.09)

Serratia sp.6 (2086.07) B3(XXXVII) 73(XX1)

69(I11);
71(1);
Serratia sp.6 (2070.19) B3(XXXVIN) 73(XXI11);
7A(V);
77(VIN)

70(XV);

Serratia sp.7 (2103.21) 62(XXXVI) 72(X1);




Serratia sp.7 (2086.29)

Serratia sp.7 (2086.34)

Serratia sp.7 (2103.22)

Serratia sp.7 (2114.19)

Serratia sp.7 (2117.12)

62(XXXI);
61(XXI1)

62(XXXI111)

62(XXX V1)

59(11)
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74(11);
7AVII);

69(X1);
72(X);
74(11);
77(111)

70(XVI);
72(X11);
74(111);

70(XV);
72(XI);
74(11);

TAVIN);
77(100);
77(VII)

70(XX);
72(XVIIY;
TAVIN);
77(VII)

70(XIV);
7L(VINY;
74(11);
77(111)



Serratia nematodiphila
(2118.14)

Providencia sp.2
(2103.27)

Providencia sp.2
(2103.29)

Providencia
alcalifaciens-rustigianii
(2118.07)

Enterococcus
gallinarum-
casseliflavus (2085.09)

Microbacterium sp.1
(2085.03)

Arthrobacter sp.1
(2070.04)

BL(XXIV);
62(XXXV)

59(11)

59(11)

B63(XXXIX)

59(VII)

60(X);
62(XXVIINY;
62(XXX)

59(111)
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69(XI1I);
72(X11);
74(V);

77(VIN)

70(XIX);
74(11);
77(111)

70(XIX);
74(11);
77(111)

69(X1);
72(X);
72(XIV);

sem foto

69(VII);
69(VIIIY;
71(11);
71(VI1)
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65(11);
66(11);
67(11);
68(11);
69(11);
73(XX1)

Arthrobacter sp.1

(2070.12) 63(XXXVII)

Acinetobacter sp.1

(2114.15) sem foto

Acinetobacter cf.

calcoaceticus (2070.05) 59(1n)

Acinetobacter cf. 59(V1); 69(XI);
calcoaceticus (2114.11) 62(XXXIV) 72(X)

Acinetobacter cf.
calcoaceticus (2246.01 62(XXX1) 74(1V)

. 65(1V);
Kurthia sp. nov.1) .
(2103.26) 59(1n 66(V);

67(V);




Pseudomonas sp.2
(2114.18)

Pseudomonas sp.3
(2117.01)

Pseudomonas cf.
mosselii (2114.17)

Staphylococcus
warnerii (2086.12)

Lactococcus garvieae
(2086.38)

59(1); 62(XXXI1)

62(XXX);
B63(XXXVIII);
63(XL)

60(XVII)
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66(IV);
67(1V);
68(I1V);

70(XVII);

72(XVIN)

70(XI11);
70(XV11);
72(XV);
72(XVI);
74(VI1);
74(VINY;
77(VI)

69(1V);
71(11)

65(111);
66(111);
67(111);
68(111);
69(XI);

72(X)
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83(XVIII) 71(1);
72(XIV)
. 76(XV); ,
Streptococcaceae Lactoigg%%s fzz;rweae AC1 80(XXII); 679 l(Xll : g '
' 83(XVIII)
70(XV1);
. 79(XVII); 72(XIV);
Streptococcaceae "aCtggggLfl')aC“S sc1 BL(XXVII) 82(111); 72(XVI):
: 85(VII1) 74(1V);
74(VI)
69(VII);
70(X111);
: 76(XV); ‘
Streptococcaceae Lactococcus lactis CONV1 80(XXII); i )
(2086.43) 83(XVIII) T2(XIV);
74(1V);
77(VI)
76(XIV);
Stenotrophomonas cf. ! 70(XV);
Xanthor;eonadace pavanii-maltophilia 3707.1 Sem foto 773 (())((\\//III))" 72(XI);
(2103.18) 82(1V) 72(XIV)
Stenotrophomonas cf. 76(XV);
Xamhor:eonadace pavanii-maltophilia 3736.5 Sem foto 80(XXIN); 70(XV1I)
(2117.08) 83(XVIII)
Sem identificagao Sem identificagdo
Molecular Molecular 3740.3 62(XXXVI) Sem foto sem foto
JED s 70(XVII);
e 70(XX1);
Sem identificagdo Sem identificacdo 37412 59(V); 80(XX); 80(XXV); 72 (XVI)z
Molecular Molecular ‘ 62(XXXII) 82(1X); 82(XVII); '
X 72(XIX);
86(XII); 74001
86(XV)
76(X);
76(X1);
Sem identificagdo Sem identificacdo 37413 59(V1); 76(XI111); 80(XX); TO0(XVIII);
Molecular Molecular ‘ 63(XL) 82(1X); T2(XVII)
86(XII);
86(XV)
: . 70(XX1);
. P . e 76(X); 76(XI); !
Sem identificagao Sem identificagdo . : 72(XIX);
Molecular Molecular IS 59(V1) 80(X8)é)(,XEﬁ)(IX), 74(X);
77(VINN)
80(XXI); 70(XXI);
Sem identificagdo Sem identificacdo 90u6.1 59(VII); 80(XXIII); 72(X1V);
Molecular Molecular ' 62(XXIX) 8O(XXVI); 83(XI);  72(XIX);
86(X) 74(1X)
Sem identificacio Sem identificacio BEOlE ?28(2
Molecularg Molecularg sl B3(XXXIX) OO 71(V|I)"
84(XXI1); 86(XIII) 7401%)
70(X1V);
o o 71V,
Sem identificacdo Sem identificacéo .
Molecular Molecular o Sem foto Sem foto ;%:;
77(1V)
Sem identificacéo Sem identificagéo 70(X1V);
Molecular Molecular RO Sem foto F D 71(VIIN)
65(V);
Sem identificacdo Sem identificacdo HadlE g%m
¢ & GO1 B63(XXXIX) 8L(XXXI): :
Molecular Molecular 84(XXI1); 86(XI11) 68(I1V);
' 70(XIV);
7L(VII
65(V);
Sem identificacéo Sem identificagéo 66(1V);
Molecular Molecular €.0% Sem foto S G 67(1V);

68(1V);
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70(XIV);
7L(VINY;

70(XVII);
72(XVI);
74(1V);

Sem identificacdo 70(XVI);
63(XL)
Molecular

Sem identificagdo
Molecular

62(XXXI)
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Figura 59: Bactérias em controle negativo.
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Figura 60: Bactérias em controle negativo.
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Figura 61: Bactérias em controle negativo.
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Figura 62: Bactérias em controle negativo.
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XXXV ‘ XXXV

Figura 63: Bactérias em controle negativo.
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Figura 64: Bactérias em meio com concentragdo 3,2 de chumbo.
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Figura 65: Bactérias em meio com concentragdo 3,2 de cadmio.
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Figura 66: Bactérias em meio com concentragdo 6 de cadmio.
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533643

Figura 67: Bactérias em meio com concentragdo 12 de cadmio.

53364 |

Figura 68:Bactérias em meio com concentracdo 25 de cddmio.
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Figura 69: Bactérias em meio com concentragdo 50 de cadmio.
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Figura 70: Bactérias em meio com concentragdo 50 de cadmio.
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Figura 71: Bactérias em meio com concentracdo 100 de cadmio.
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Figura 72: Bactérias em meio com concentragdo 100 de cadmio.
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Figura 73: Bactérias em meio com concentragdo 100 de cadmio.
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Figura 74: Bactérias em meio com concentragdo 400 de cadmio.



Figura 75: Bactérias em meio com concentracdo 800 de chumbo.
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Figura 76: Bactérias em meio com concentragdo 800 de chumbo.
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Figura 77: Bactérias em meio com concentragdo 800 de cadmio.
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Figura 78: Bactérias em meio com concentragdo 1050 de chumbo.
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Figura 79: Bactérias em meio com concentragdo 1050 de chumbo.
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Figura 80: Bactérias em meio com concentra¢do 1050 de chumbo.
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Figura 81: Bactérias em meio com concentragdo 1050 de chumbo.
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Figura 82: Bactérias em meio com concentragdo 1400 de chumbo.
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Figura 83: Bactérias em meio com concentra¢do 1400 de chumbo.
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Figura 84: Bactérias em meio com concentragdo 1400 de chumbo.
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Figura 85: Bactérias em meio com concentragdo 1600 de chumbo.



202

Figura 86: Bactérias em meio com concentragdo 1600 de chumbo.



9.2 RESUMO DA DISSERTACAO (por ordem de ‘Espécie bactérias apés 16S°)

Familia Espécie Identificaca Tipo de Gram N de Planta de origem  Familia  Habito da N CIM CIM
Bacteria bactéria apos oantesda  Associacd coloragdo extracdo planta Herbario Pb Cd
16S extracao 0 nas HUEFS (Mug/m (ng/
arvores L) mL)
Moraxellaceae Acinetobacter JFP3733.2 * Negativo = 2114.15 Mesosphaerum Lamiacea erva 184667 1050 100
sp.1(2114.15) pectinata (L.) e
Kuntze
Moraxellaceae Acinetobacter A02 A.D.P. Negativo ~ 2070.02  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1050 *
cf. calcoaceticus achya Trécul eae voucher
(2070.02)
Moraxellaceae Acinetobacter A09 A.D.P. Negativo  2070.05 = Cecropia pachyst Cecropiac arvore sem 1050 *
cf. calcoaceticus achya Trécul eae voucher
(2070.05)
Moraxellaceae Acinetobacter B02 AD.P. Negativo ~ 2086.09  Ricinus comunis  Euphorbia  arbusto- sem 1050 100
cf. calcoaceticus L. ceae arvoreta voucher
(2086.09) 3m
Moraxellaceae Acinetobacter 04 A.D.P. Negativo  2114.11 Ocimum selloi Lamiacea erva 184469 800 *
cf. calcoaceticus Benth. e
211411
Moraxellaceae Acinetobacter Al6 A.D.P. Negativo ~ 2118.01  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 800 6
cf. calcoaceticus achya Trécul eae voucher
(2118.01)
Moraxellaceae Acinetobacter E02 A.D.P. Negativo  2246.01 = Erithrina velutina  Fabaceae = Mudade 1 sem 1400 *
cf. calcoaceticus palmo voucher
(2246.01)
Aeromonadace  Aeromonas sp.1 90U6.3 * Negativo  2103.16  Scrophulariaceae  Scrophula erva 185065 1400 800
ae (2103.16) riaceae
Aeromonadace  Aeromonas sp.2 HO02 * Negativo  2086.31 Ipomoea Convolvul erva 184471 1050 *
ae (2086.31) asarifolia Roem. aceae
& Schult.
Aeromonadace  Aeromonas sp.2 HO05 * Negativo ~ 2086.33 Ipomoea Convolvul erva 184471 * *
ae (2086.33) asarifolia Roem. aceae
& Schult.
Micrococcacea Arthrobacter A05 * Positivo 2070.04 = Cecropia pachyst Cecropiac arvore sem 1050 *
e sp.1 (2070.04) achya Trécul eae voucher
Micrococcacea Arthrobacter A20 * Positivo 2070.11  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1400 25
e sp.1 (2070.11) achya Trécul eae voucher
Micrococcacea Arthrobacter A21 * Positivo 2070.12 = Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1400 25
e sp.1 (2070.12) achya Trécul eae voucher
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Bacillus Grupo
cereus
(2070.06)

Bacillus Grupo
cereus
(2085.10)

Bacillus Grupo
cereus
(2086.19)

Bacillus Grupo
cereus
2086.22

Bacillus Grupo
cereus
2103.30

Bacillus Grupo
cereus
(2114.01)

2070.06
2085.10
2086.19

2086.22
2103.30
2114.01

Cecropiac
eae
Euphorbia
ceae
Cecropiac
eae

voucher

184474

voucher

sem
voucher

184671

voucher
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Bacillaceae Bacillus Grupo LUDO3 AD.G. Positivo 2117.22 Ludwigia sp. Onagracea erva 184665 1400 200
cereus (Onagraceae) e
(2117.22)
Bacillaceae Bacillus Grupo HP02 AD.G. Positivo 2118.08 Mesosphaerum Lamiacea erva 185067 1400 200
cereus pectinata (L.) e
(2118.08) Kuntze
Bacillaceae Bacillus Grupo HP03 AD.G. Positivo 2118.09 Mesosphaerum Lamiacea erva 185067 1400 200
cereus pectinata (L.) e
(2118.09) Kuntze
Bacillaceae Bacillus Grupo A01 AD.G. Positivo 2070.01  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1050 *
subtilis achya Trécul eae voucher
(2070.01)
Bacillaceae Bacillus Grupo Al3 AD.G. Positivo 2070.08 | Cecropia pachyst Cecropiac arvore sem 1050 50
subtilis achya Trécul eae voucher
(2070.08)
Bacillaceae Bacillus Grupo Al19 AD.G. Positivo ~ 2070.10  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1600 50
subtilis achya Trécul eae voucher
(2070.10)
Bacillaceae Bacillus Grupo A3l AD.G. Positivo ~ 2070.20 = Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem * *
subtilis achya Trécul eae voucher
(2070.20)
Bacillaceae Bacillus Grupo B15 AD.G. Positivo 2085.02  Ricinus comunis  Euphorbia  arbusto- sem 1400 100
subtilis L. ceae arvoreta voucher
(2085.02) 3m
Bacillaceae Bacillus Grupo B19 AD.G. Positivo 2085.06 | Ricinus comunis = Euphorbia = arbusto- sem * 50
subtilis L. ceae arvoreta voucher
(2085.06) 3m
Bacillaceae Bacillus Grupo Al8 AD.G. Positivo 2086.04  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1050 50
subtilis achya Trécul eae voucher
(2086.04)
Bacillaceae Bacillus B03 A.D.M Positivo ~ 2086.10 = Ricinus comunis = Euphorbia = arbusto- sem 1050 400
nealsonii L. ceae arvoreta voucher
(2086.10) 3m
Bacillaceae Bacillus C04 A.D.M. Positivo 2114.06 Poaceae Poaceae erva 185071 1050 50
nealsonii
(2114.06)
Enterobacteriac  Citrobacter sp.2 JFP3737.6 * Negativo  2103.28 Croton sp. Euphorbia erva 184671 1600 100
eae (2103.28) ceae
Enterobacteriac  Citrobacter sp.3 LEOO1 * Negativo  2086.36 Leonotis Lamiacea erva 185064 1400 400
eae (2086.36) nepetifolia (L.) R. e
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Br. (Lamiaceae)

Enterobacteriac = Citrobacter sp.3 AROX01 * Negativo  2118.04 Asteraceae (flor  Asteracea erva 184638 1400 400
eae (2118.04) roxa) e
Enterobacteriac ~ Citrobacter sp.3 LEOO02 * Negativo ~ 2118.11 Leonotis Lamiacea erva 185064 1400 400
eae (2118.11) nepetifolia (L.) R. e
Br. (Lamiaceae)
Enterobacteriac = Citrobacter sp.4 JFP3734.2 * Negativo = 2117.02 Peperomia Piperacea erva 184668 1600 *
eae (2117.02) pellucida (L.) e
Kunth
Enterobacteriac ~ Citrobacter sp.4 JFP3741.6 * Negativo ~ 2117.18 Asteraceae Asteracea erva 184675 1400 200
eae (2117.18) €
Enterobacteriac  Citrobacter sp.4 = JFP3733.03 * Negativo = 2114.16 Mesosphaerum Lamiacea erva 184667 1600 200
eae (2114.16) pectinata (L.) e
Kuntze
Enterobacteriac ~ Citrobacter sp.4 Jol * Negativo  2246.04 Justicia sp. Acanthace erva 185075 1400 *
eae (2246.04) (Acanthaceae) ae
Enterobacteriac Citrobacter D18 AD.G. Negativo  2086.27 = Psidium guajava  Myrtaceae arvore sem 1400 200
eae amalonaticus- L. voucher
farmeri
(2086.27)
Enterobacteriac  Citrobacter cf. 90U6.4 AD.P. Negativo  2103.17  Scrophulariaceae  Scrophula erva 185065 1400 *
eae werkmanii riaceae
(2103.17)
Comamonadac Comamonas JFP3741.4 A.D.M. Negativo 2117.16 Asteraceae Asteracea erva 184675 * *
eae testosteroni e
(2117.16)
Enterobacteriac Enterobacter B14 * Negativo ~ 2114.04  Ricinus comunis  Euphorbia  arbusto- sem 1400 400
eae sp.1(2114.04) L. ceae arvoreta voucher
3m
Enterobacteriac Enterobacter BO7 * Negativo  2086.14 Ricinus comunis  Euphorbia = arbusto- sem 1050 *
eae sp.10 (2086.14) L. ceae arvoreta voucher
3m
Enterobacteriac Enterobacter 03 * Negativo ~ 2246.07 Ocimum selloi Lamiacea erva 184469 1400 *
eae sp.10 2246.07 Benth. e
Enterobacteriac Enterobacter JFP3737.1 * Negativo  2103.23 Croton sp. Euphorbia erva 184671 1400 *
eae sp.11 (2103.23) ceae
Enterobacteriac Enterobacter MO01 * Negativo  2114.10  Cecropia pachyst arvore sem 1400 *
eae sp.12 (2114.10) achya Trécul voucher
Enterobacteriac Enterobacter T02 * Negativo  2246.08 Indigofera Fabaceae erva 184473 1400 *
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eae sp.2 (2246.08) spicata Forssk.
Enterobacteriac Enterobacter D11 * Negativo  2086.23  Psidium guajava  Myrtaceae arvore sem 1400 200
eae sp.3 (2086.23) L. voucher
Enterobacteriac Enterobacter EO03 * Negativo =~ 2246.02 = Erithrina velutina  Fabaceae = Muda de 1 sem 1400 *
eae sp.3 (2246.02) palmo voucher
Enterobacteriac Enterobacter JFP3733.1 * Negativo  2114.14 Mesosphaerum Lamiacea erva 184667 1600 200
eae sp.4 (2114.14) pectinata (L.) e
Kuntze
Enterobacteriac Enterobacter All * Negativo  2070.07 = Mimosa pigra L. Fabaceae arbusto 184472 1600 *
eae sp.5 (2070.07)
Enterobacteriac Enterobacter CO06 * Negativo ~ 2085.08 Poaceae Poaceae erva 185071 1400 50
eae sp.6 (2085.08)
Enterobacteriac Enterobacter Al5 * Negativo  2070.09 = Cecropia pachyst Cecropiac arvore sem 1400 200
eae sp.7 (2070.09) achya Trécul eae voucher
Enterobacteriac Enterobacter A08 * Negativo ~ 2086.01  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1400 400
eae sp.8 (2086.01) achya Trécul eae voucher
Enterobacteriac Enterobacter PIPO1 * Negativo  2118.13 Peperomia Piperacea erva 184668 1400 *
eae sp.9 (2118.13) pellucida (L.) e
Kunth
Enterobacteriac  Enterobacter sp. JFP3734.4 P.I. Negativo  2117.04 Peperomia Piperacea erva 184668 1600 *
eae nov.1 (2117.04) pellucida (L.) e
Kunth
Enterobacteriac  Enterobacter sp. AROX P.l. Negativo  2117.14 Asteraceae (flor  Asteracea erva 184638 1050 *
eae nov.1(2117.14 roxa) e
Enterobacteriac Enterobacter B09 A.D.M. Negativo ~ 2086.16  Ricinus comunis  Euphorbia  arbusto- sem 1400 *
eae cancerogenus L. ceae arvoreta voucher
(2086.16) 3m
Enterobacteriac  Enterobacter cf. C05 AD.P. Negativo ~ 2085.07 Poaceae Poaceae erva sem 1400 *
eae cloacae voucher
(2085.07)
Enterobacteriac  Enterobacter cf. A22 AD.P. Negativo ~ 2086.05  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1400 200
eae cloacae achya Trécul eae voucher
(2086.05)
Enterobacteriac  Enterobacter cf. D19 AD.P. Negativo  2086.28 = Psidium guajava = Myrtaceae arvore sem 1400 1600
eae cloacae L. voucher
(2086.28)
Enterobacteriac  Enterobacter cf. Co03 AD.P. Negativo ~ 2114.05 Poaceae Poaceae erva sem 1400 200
eae cloacae voucher

(2114.05)
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Enterobacter cf.
cloacae
2114.08

Enterobacter
hormaechei
2086.15

Enterobacter
hormaechei
(2117.23)

Enterococcus
gallinarum-
casseliflavus

(2085.05)

Escherichia coli
(2103.20)

Klebsiella cf.
variicola
(2085.15)

Kurthia sp.
nov.1 (2103.25)

o

2103.20

2085.15
2103.25

Euphorbia
ceae
Cecropiac
eae

Euphorbia
ceae

Rubiaceae

a

Euphorbia
ceae

sem
voucher
sem
voucher
sem
voucher
sem
voucher
184641

185075
184671
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Planococcacea Kurthia sp. JFP3737.4 P.I. Positivo 2103.26 Croton sp. Euphorbia erva 184671 1050 <32
e nov.1 (2103.26) ceae
Streptococcace Lactococcus LOBO1 A.D.M. Positivo 2086.37 Lobelia sp. Campanul erva 184477 1050 100
ae garvieae (Campanulaceae) aceae
(2086.37)
Streptococcace Lactococcus LEGO1 A.D.M. Positivo 2086.38 Leguminosae Fabaceae erva 184654 1050 25
ae garvieae
(2086.38)
Streptococcace Lactococcus Ccuo1 A.D.M. Positivo 2096.39 Cuphea sp. Lythracea erva 185073 1400 100
ae garvieae e
(2086.39)
Streptococcace Lactococcus ACO01 A.D.M. Positivo 2086.42 Acanthaceae Acanthace erva 184478 1400 400
ae garvieae ae
(2086.42)
Streptococcace Lactococcus Sco1 A.D.M. Positivo 2086.41 = Scrophulariaceae = Scrophula erva 184669 1050 *
ae lactis (2086.41) riaceae
Streptococcace Lactococcus CONVO01 A.D.M. Positivo 2086.43 Convolvulaceae  Convolvul erva sem 1600 *
ae lactis (2086.43) aceae voucher
Microbacteriac = Leucobacter aff. D08 ALM. Positivo 2114.07 = Psidium guajava  Myrtaceae arvore sem 1050 200
eae chromiireducens L. voucher
(2114.07)
Bacillaceae Lysinibacillus RUBO02 A.D.M. Positivo 2085.11 Borreria sp. Rubiaceae erva 184640 1050 100
fusiformis
(2085.11)
Bacillaceae Lysinibacillus D02 A.D.M. Positivo 2086.18 = Psidium guajava  Myrtaceae arvore sem 1400 200
fusiformis L. voucher
(2086.18)
Bacillaceae Lysinibacillus D20 A.D.M. Positivo 2114.09  Psidium guajava  Myrtaceae arvore sem 1050 100
fusiformis L. voucher
(2114.09)
Bacillaceae Lysinibacillus HP04 A.D.M. Positivo ~ 2118.10 Mesosphaerum Lamiacea erva 185067 * 100
fusiformis pectinata (L.) e
(2118.10) Kuntze
Bacillaceae Lysinibacillus PIP02 A.D.M. Positivo 2120.02 Peperomia Piperacea erva 184668 1400 100
fusiformis pellucida (L.) e
(2120.02) Kunth
Bacillaceae Lysinibacillus PO01 AD.G. Positivo 2114.12 Poaceae Poaceae erva sem 1050 200
macroides- voucher

boronitolerans
(2114.12)
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Bacillaceae Lysinibacillus PO02 AD.G. Positivo 2114.13 Poaceae Poaceae erva sem 1050 200
macroides- voucher
boronitolerans
(2114.13)
Bacillaceae Lysinibacillus MCIDO01 A.D.M. Positivo 2085.12 Sida Malvacea erva 184660 1050 50
sphaericus e
(2085.12)
Bacillaceae Lysinibacillus LUDO1 A.D.M. Positivo 2117.20 Ludwigia sp. Onagracea erva 184665 1050 50
sphaericus (Onagraceae) e
(2117.20)
Bacillaceae Lysinibacillus LUDO02 A.D.M. Positivo 2117.21 Ludwigia sp. Onagracea erva 184665 1050 50
sphaericus (Onagraceae) e
(2117.21)
Bacillaceae Lysinibacillus STAO4 A.D.M. Positivo 2117.24 Stachytarpheta ~ Verbenace  Subarbust 184642 1050 100
sphaericus ae 0 pequeno
(2117.24)
Bacillaceae Lysinibacillus MCID02 A.D.M. Positivo 2118.12 Sida Malvacea erva 184660 1050 50
sphaericus e
(2118.12)
Bacillaceae Lysinibacillus JFP3741.1 A.D.M. Positivo 2117.13 Asteraceae Asteracea erva 184675 1050 50
xylanilyticus e
(2117.13)
Microbacteriac = Microbacterium B16 * Positivo 2085.03 | Ricinus comunis = Euphorbia = arbusto- sem 1050 100
eae sp.1 (2085.03) L. ceae arvoreta voucher
3m
Microbacteriac ~ Microbacterium B10 * Positivo 2086.17 Ricinus comunis  Euphorbia  arbusto- sem 800 *
eae sp.2 (2086.17) L. ceae arvoreta voucher
3m
Enterobacteriac Pantoea sp.1 Al4 * Negativo  2086.03 = Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1050 *
eae (2086.03) achya Trécul eae voucher
Enterobacteriac  Pantoea eucrina Al2 A.D.M. Negativo ~ 2086.02  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1400 *
eae (2086.02) achya Trécul eae voucher
Enterobacteriac  Pantoea eucrina A26 A.D.M. Negativo  2086.06 = Cecropia pachyst Cecropiac arvore sem 1050 *
eae (2086.06) achya Trécul eae voucher
Enterobacteriac  Pantoea eucrina A30 A.D.M. Negativo  2086.08  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1050 *
eae (2086.08) achya Trécul eae voucher
Enterobacteriac Providencia JFP3737.5 * Negativo ~ 2103.27 Croton sp. Euphorbia erva 184671 1400 1600
eae sp.2 (2103.27) ceae
Enterobacteriac Providencia JFP3734.3 * Negativo ~ 2117.03 Peperomia Piperacea erva 184668 1400 *
eae sp.1 (2117.03) pellucida (L.) e
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Providencia 2103.29 Euphorbia 184671
sp.2 (2103.29) ceae

Providencia .D.G. 2118.07 Lamiacea 185067
alcalifaciens- e
rustigianii
(2118.07)

Pseudomonas 2114.03 Euphorbia sem
sp.1(2114.03) ceae voucher

Pseudomonas 2117.06 Asteracea 184670
sp.2 (2117.06) e
Pseudomonas .D.M. 2117.10 Boraginac 184673
aeruginosa eae
(2117.10)
Pseudomonas .D.P. 2117.19 Asteracea 184675
cf. mosselii e
(2117.19)
Serratia sp.1 2246.05 Convolvul 184471
(2246.05) aceae




Enterobacteriac Serratia sp.1 HO1 Negativo  2086.30 Ipomoea Convolvul erva 184471 1400 1600

eae (2086.30) asarifolia Roem. aceae
& Schult.

Enterobacteriac Serratia sp.2 JFP3739.4 Negativo  2114.24 = Heliotropium sp.  Boraginac erva 184673 1400 100
eae (2114.24) eae

Enterobacteriac Serratia sp.2 JFP3736.3 Negativo  2117.07 Asteraceae Asteracea erva 184670 1600 1600
eae (2117.07) e

Enterobacteriac Serratia sp.3 JFP3740.1 Negativo = 2117.11 Campanulaceae = Campanul erva 184674 * 1600
eae (2117.11) aceae

Enterobacteriac Serratia sp.3 JFP3707.2 Negativo ~ 2103.19 Borreria sp. Rubiaceae erva 184641 1600 1600
eae (2103.19)

Enterobacteriac Serratia sp.4 JFP3739.1 Negativo  2114.22 = Heliotropium sp. = Boraginac erva 184673 1400 100
eae (2114.22) eae

Enterobacteriac Serratia sp.5 JFP3738.2 Negativo  2117.09 Hyptis sp. Lamiacea erva 184672 1400 1600
eae (2117.09) (Lamiaceae) e

Enterobacteriac Serratia sp.6 A24 Negativo  2070.16 = Cecropia pachyst Cecropiac arvore sem 1400 400
eae (2070.16) achya Trécul eae voucher

Enterobacteriac Serratia sp.6 A28 Negativo ~ 2086.07  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1400 400
eae (2086.07) achya Trécul eae voucher

Enterobacteriac Serratia sp.6 A04 Negativo  2070.03 | Cecropia pachyst Cecropiac arvore sem 3200 400
eae (2070.03) achya Trécul eae voucher

Enterobacteriac Serratia sp.6 A29 Negativo ~ 2070.19  Cecropia pachyst  Cecropiac arvore sem 1400 1600
eae (2070.19) achya Trécul eae voucher

Enterobacteriac Serratia sp.7 EMO01 Negativo  2085.13 | Cecropia pachyst Cecropiac arvore sem 1400 1600
eae (2085.13) achya Trécul eae voucher

Enterobacteriac Serratia sp.7 JFP3707.4 Negativo ~ 2103.21 Borreria sp. Rubiaceae erva 184641 1600 1600
eae (2103.21)

Enterobacteriac Serratia sp.7 STAO03 Negativo = 2085.16 Stachytarpheta =~ Verbenace = Subarbust 184642 * 1600
eae (2085.16) ae 0 pequeno

Enterobacteriac Serratia sp.7 EO1 Negativo ~ 2086.29  Erithrina velutina  Fabaceae = Muda de 1 sem 1400 1600
eae (2086.29) palmo voucher

Enterobacteriac Serratia sp.7 HO04 Negativo  2086.32 Ipomoea Convolvul erva 184471 1400 1600
eae (2086.32) asarifolia Roem. aceae

& Schult.

Enterobacteriac Serratia sp.7 STAO01 Negativo ~ 2086.34 Stachytarpheta ~ Verbenace  Subarbust 184642 1400 1600
eae (2086.34) ae 0 pequeno

Enterobacteriac Serratia sp.7 STAO02 Negativo  2086.35 Stachytarpheta ~ Verbenace ' Subarbust 184642 1400 1600
eae (2086.35) ae 0 pequeno

Enterobacteriac Serratia sp.7 JFP3707.5 Negativo ~ 2103.22 Borreria sp. Rubiaceae erva 184641 1600 1600
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Serratia sp.7 2103.24 Euphorbia 184671
(2103.24) ceae

Serratia sp.7 2114.23 Boraginac 184673
2114.23 eae

Serratia .D.M. 2114.20 Lamiacea 184672
nematodiphila e

2114.20

Serratia .D.M. 2246.03 Cecropiac sem
nematodiphila eae voucher

(2246.03)
Stenotrophomon .D.P. 2103.18 Rubiaceae 184641
as cf. pavanii-

maltophilia




