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RESUMO

A associagao de vegetais com microrganismos que possuem capacidade endofitica
conferem a planta algumas vantagens e fungdes relacionadas ao metabolismo
secundario, |hes permitindo defesa e outras fungdes importantes para o
desenvolvimento e sobrevivéncia. Essa relagao ecologica se estende a espécies
aquaticas também, como as macrofitas do género Eichhornia Kunth, que atuam em
processos de biorremediagédo e no equilibrio ecolégico, com eficiéncia na depuragao
de areas contaminadas por coliformes termotolerantes. Tendo em vista essa acao
depuradora e o potencial dos microrganismos endofitos dessas plantas, o presente
estudo teve como objetivo isolar, caracterizar e testar potencial de bactérias
endofiticas de macroéfitas aquaticas (Eichhornia spp.) de degradar hidrocarbonetos.
Para isso foram realizadas coletas de Eichhornia spp. no Lago do Maica e Bosque
Vera Paz, ambas em Santarém, Para, nos periodos sazonais (enchente, cheia e
vazante) do rio Tapajés, entre os meses de janeiro a agosto de 2022, época de maior
ocorréncia das macrdéfitas. Para obtencdo dos microrganismos endofiticos,
fragmentos de folhas, caule, bulbo e raiz do vegetal foram cortados e inoculados em
placas de Petri (90 mm) contendo 20mL de meio de cultura para crescimento
bacteriano. A identificagao dos isolados foi realizada por meio de teste bioquimicos.
O teste de degradacdo de derivados de petréleo foi feito com o meio Agar + Petroleo
0,5%. Foram obtidas 126 cepas de bactérias endofiticas cultivaveis nas duas areas
estudadas, sendo os géneros Clostridium e Corynebacterium os de maior frequéncia
nas amostras, estando estes presentes em todas as partes da planta e nas duas areas
amostradas, os demais géneros foram: Shigella, Serratia, Enterobacter, Klebisiella,
Pseudomonas, Staphylococcus e Mycobacterium. Em comparagao entre os periodos
sazonais os testes estatisticos ndo demonstraram diferengas significantes. O género
Corynebacterium apresentou maior numero de cepas isoladas, estas apresentando
capacidade de degradar hidrocarbonetos. Diante dos resultados obtidos conclui-se
que as macrdfitas aquaticas do género Eichhornia apresentam grande comunidade
de bactérias endofiticas, algumas dessas com potencial biorremediador de derivados
de petroleo, sendo necessarias pesquisas futuras para bioprospectar essa
biodiversidade microbiana e contribuir na mitigagdo de problemas ambientais nos

portos santarenos.



Palavras-chave: Biorremediagao; biotecnologia; endoéfitos bacterianos; plantas

aquaticas.



ABSTRACT

The association of plants with microorganisms that have endophytic capacity gives the
plant some advantages and functions related to secondary metabolism, allowing
defense and other important functions for development and survival. This ecological
relationship extends to aquatic species as well, such as the macrophytes of the genus
Eichhornia Kunth, which act in bioremediation processes and in the ecological balance,
with efficiency in the purification of areas contaminated by thermotolerant coliforms. In
view of this purifying action and the potential of endophytic microorganisms from these
plants, the present study aimed to isolate, characterize and test the potential of
endophytic bacteria from aquatic macrophytes (Eichhornia spp.) to degrade
hydrocarbons. For this, collections of Eichhornia spp. in Lago do Maica and Bosque
Vera Paz, both in Santarém, Para, during the seasonal periods (flood, full and ebb) of
the Tapajos River, between the months of January and August 2022, the time of
greatest occurrence of macrophytes. To obtain the endophytic microorganisms, leaf,
stem, bulb and root fragments of the plant were cut and inoculated in Petri dishes (90
mm) containing 20mL of culture medium for bacterial growth. The identification of
isolates was performed by means of biochemical tests. The degradation test of
petroleum derivatives was carried out with the Agar + Petroleum 0.5% medium. 126
strains of cultivable endophytic bacteria were obtained in the two areas studied, with
the genera Clostridium and Corynebacterium being the most frequent in the samples,
being present in all parts of the plant and in the two areas sampled, the other genera
were: Shigella, Serratia, Enterobacter, Klebisiella, Pseudomonas, Staphylococcus and
Mycobacterium. In comparison between the seasonal periods, the statistical tests did
not show significant differences. The genus Corynebacterium had the highest number
of isolated strains, these having the ability to degrade hydrocarbons. In view of the
results obtained, it is concluded that aquatic macrophytes of the genus Eichhornia
have a large community of endophytic bacteria, some of which have the potential for
bioremediation of petroleum derivatives, requiring future research to bioprospect this
microbial biodiversity and contribute to the mitigation of environmental problems in the
ports of Santarenos.

Keywords: Bioremediation; biotechnology; bacterial endophytes; aquatic

plants.
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1. INTRODUCAO

Segundo Irgang e Gastal (1996), macrofitas aquaticas sdo vegetais
capazes de realizar fotossintese, que ficam total ou parcialmente submersas podendo
ser flutuantes em agua doce ou salobra, durante todo o ano ou em alguns periodos.
As macrofitas aquaticas do género Eichhornia Kunth, sao importantes para o equilibrio
ecologico, além de servirem como bergarios para a ictiofauna e herpetofauna (DE
OLIVEIRA et al., 2020; GANANCA et al., 2021). Essas plantas também podem atuar
na fitorremediacdo, como & o caso da espécie Eichhornia azurea (Sw.) Kunth
comprovadamente eficiente na depuragcdo de areas contaminadas por coliformes
termotolerantes (DA SILVA; FORTUNA, 2021). Embora o género Eichhomia
(Pontederiaceae) néo seja endémico do Brasil, compde a flora macrofitica nativa de
cinco regides brasileiras, sendo que na regido norte ocorrem nos estados do Acre,
Amazonas, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins (FLORA DO BRASIL, 2022).

Esses vegetais possuem em seu interior microrganismos, conhecidos como
enddfitos (BATISTA, 2019). Esta associagdo do vegetal com microrganismos
endofiticos confere a planta a producdo de metabdlitos secundarios, que Ihe permite
protecao contra herbivoros e microrganismos fitopatdégenos, contribuindo também
com seu crescimento e modificacdo da fisiologia vegetal (ORTEGA-ENRIQUEZ,
2020).

Além de oferecerem vantagens aos vegetais, 0s microrganismos
endofiticos produzem enzimas com aplicagdo biotecnolédgica, o que tém atraido o
interesse em investimento de pesquisas em bioprospeccao (TORRES et al., 2022).
Uma das principais linhas de pesquisas envolvendo esses organismos, € a
biorremediagao, sobretudo na aplicagdo de enzimas degradadoras de contaminantes
ambientais (LIMA et al., 2016, 2017). Contudo, a comunidade microbiana endofitica
de macrodfitas aquaticas de ocorréncia natural de areas contaminadas, como por
exemplo, por petroleo, apresentam um maior potencial de remocgédo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (LEE et al., 2018; OYWOLE; OLUSANYA,;
AKINLADE, 2022).

Enddfitos fungicos e bacterianos associados a Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms de areas contaminadas por hidrocarboneto demonstraram potencial para
producdo de biossurfactantes e capacidade de degradarem poluente ambiental
(BATISTA, 2019; LIMA et al., 2016, 2017). Assim quando esses microrganismos sao


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352485520305235?casa_token=jwvhBlUH1ZIAAAAA:wbcCt50Xb39MKtAgrVZ0Q11zmxmYlIG-pMTKkAOb6CAk_VLGxrxZzzn5DC93QdFwCgTFjHEbBHae2g#b26
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associados as plantas fitorremediadoras, observa-se uma maior eficiéncia na remogéao
dos contaminantes (IJAZ, et al., 2015).

Considerando a acado de depuracao das macrofitas, em especial as do
género Eichhornia, e a capacidade natural de alguns microrganismos endofiticos de
degradar alguns compostos devido a produg¢ao de enzimas e os problemas ambientais
das areas portuarias de Santarém estarem expostas a muitos contaminantes devido
a constante movimentagdo cargueira e descarte inadequado de residuos no meio
aquatico (TROLLY, 2019), o presente estudo visou o isolamento e caracterizagao de
bactérias endofiticas de E. crassipes e E. azurea de dois corpos hidricos urbanos de
area portuaria de Santarém, cidade localizada a margem do rio Tapajos, no estado do
Para, com o intuito de prospectar cepas bacterianas degradadoras de derivados de

petroleo.

2, OBJETIVOS:
2.1 Objetivo geral

Isolar e caracterizar bactérias endofiticas de macrofitas aquaticas (E.
azurea (Sw.) Kunth e E. crassipes (Mart.) Solms) de areas portuarias em Santarém,

Para, Brasil.

2.2 Objetivos especificos
e Cultivar cepas primarias de bactérias endofiticas de macrofitas e fazer
isolamento.
e |dentificar os isolados bacterianos obtidos das amostras vegetal ao menor
nivel taxonémico possivel,
e \Verificar dentre os isolados bacterianos, a produgdo de enzimas

degradadoras de hidrocarbonetos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Area de Estudo

Foram realizadas trés coletas das macrofitas aquaticas entre os meses de
janeiro a agosto de 2022, na margem direita do Lago do Maica (area portuaria 1), (S
02°27.617' W054°40.168' / S 02°27.624' W 054°40.143/ S 02°27.563 W 054° 40.260),
e em parte da orla de Santarém, proximo ao Bosque Vera Paz (area portuaria 2), (S
02°25.168' W054°44.028), Para, Brasil (Figura 1).

Figura 1: Mapa dos locais de coleta das macrofitas aquaticas.
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Fonte: Lucas Silva de Oliveira (2022)

3.2 Coleta de Material biolégico

As coletas foram realizadas no periodo da manha, no horario que variou
entre 8 e 11 h, acompanhando a sazonalidade do rio Tapajés (enchente, cheia e
vazante), periodos de maior ocorréncia das macrdfitas. As amostras das plantas foram
coletadas nas areas portuarias 1 e 2 de acordo com disponibilidade levando-se em

consideracao os individuos com aparéncia saudavel (Figura 2 A-B).
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Figura 2: A - Coleta no lago do Maica; B - Coleta no Bosque Vera Paz (Orla de Santarém).

Fonte: Autor (2022).

ApdOs a coleta, as amostras foram armazenadas em sacos plasticos
individualizados e identificados, e transportadas em caixas isotérmicas para o
Laboratério de Bacteriologia (LABAC), da Universidade Federal do Oeste do Para
(UFOPA), campus Santarém, onde foram realizados os procedimentos para obtencgao

das cepas microbianas.

3.3 Processamento da amostra, inoculagao e cultivo dos microrganismos
3.3.1 Identificacao e preservacado das amostras vegetais

Foram coletadas duplicatas férteis (com flores) das macrofitas utilizadas
neste trabalho. Cada exemplar foi fotografado (para auxiliar na identificagdo),
prensadas e colocada em estufa de secagem, durante aproximadamente duas
semanas, para garantir a secagem completa das plantas. Posteriormente, foram
levadas ao herbario HSTM, da Universidade Federal do Oeste do Para e identificadas
com ajuda da Professora Ma. Chieno Suemitsu, curadora do herbario, por meio de
critérios morfolégicos e de habitat do vegetal. Apds a identificacdo foram colocadas
em sacolas e levadas ao freezer durante 7 dias para evitar sobrevivéncia de
tracas/insetos que pudessem danifica-las, e s6 entdo, foram montadas as exsicatas e

feito o depdsito na colegao.
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3.3.2 Preparo para obtengao dos microrganismos endofiticos

Partes das amostras vegetais foram lavadas com detergente neutro e agua
corrente com auxilio de uma esponja de uso doméstico. Em seguida, os vegetais
passaram por desinfec¢gao no fluxo laminar com mergulhos de 1 minuto em solugao
de alcool 70% e hipoclorito de sédio a 0,3%, sendo esse procedimento realizado duas
vezes. Posteriormente, foram mergulhadas em agua destilada estéril. A agua da
ultima lavagem foi considerada como controle e 100 pL foram inoculados em placa de
Petri de 90 mm de didmetro contendo 20 mL de meio Plate Count Agar (PCA,; Difco®)
(PEREIRA; OLIVEIRA; PETRINE, 1993) (Figura 3 A-B).

Figura 3: A - Desinfecgao das partes vegetais; B - Indculo do controle em placas contendo meio PCA.

Fonte: Autor (2022).

Seguindo o método aplicado por Batista (2009), com modificagdes, as
folhas foram cortadas com o auxilio de um furador de papel estéril com o furo de 5
mm. A raiz, caule e bulbo das plantas, foram cortados com auxilio de laminas de bisturi
estéreis em sessio transversal, sendo que para este ultimo houve variagcdo no
tamanho de acordo com o tamanho do bulbo. Esses fragmentos foram inoculados em
placas de Petri de 90 mm de didmetro contendo 20 mL de meio Plate Count Agar
(PCA; Difco®) em duas linhas, sendo cada uma destas com trés fragmentos (Figura
4 A-B). Os fragmentos foram incubados em estufa bacteriolégica com temperatura
média de 37°C por 24 h.
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Figura 4: Obtengcdo de cepas de bactérias endofiticas de macréfitas aquaticas. A - Cortes de

diferentes partes das plantas; B - Amostras em placas de Petri com meio Plate Count Agar (PCA).

Fonte: Autor (2022).

3.3.3 Obtencéao dos isolados e identificagdo bioquimica

Passado o tempo de cultivo, foi realizada a contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC/mL) nas placas controle. Posteriormente, as placas de
Petri contendo os fragmentos e indicios de crescimento bacteriano foram levadas ao
fluxo laminar para retirada das cepas com auxilio de agulha bacteriolégica e
transferidas para tubos de ensaio inclinado de 13x100 mm contendo meio 3 mL de
Tryptic Soy Agar - TSA (Kasvi®). Os isolados retirados da cultura inicial foram
incubados em estufa bacteriolégica a 37° C por 24 h.

Apos a constatacdo de crescimento dos isolados, foi realizado teste de
coloracado de Gram, seguido de leitura em microscopia para verificar morfologia, tipo
de parede celular e pureza (uma unica colbénia bacteriana). As cepas que
apresentaram pureza foram repicadas novamente em tubos contendo meio de cultura
TSA (Kasvi®) e acondicionadas para posterior teste bioquimico, como anaerobiose,
catalase, fermentacao de glicose, oxidase, coloragao de Ziehl-Neelsen, entre outros

testes especificos.

3.4 Teste de degradacgao de derivado de petréleo
Para testar o potencial degradador de derivado de petréleo, foi utilizado o
meio Agar + Petréleo 0,5% cuja formulacéo esta descrita na tabela 1. Todas as cepas

foram inoculadas em meio Agar + Petréleo 0,5% e levadas para estufa bacterioldgica
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a 37° C por 48 h. A leitura do resultado foi feita observando a mudanga na cor do meio
de laranja para rosa nas col6nias, considerando positivo (capazes de degradar
petréleo e ou derivados) aquelas que apresentaram mudanga na coloragdo como

sendo (TEIXEIRA et al., 2011).
Tabela 1: Composigéo do Agar + Petréleo 0,5%

Componente Quantidade/L
Peptona 109

Agar 154

Oleo queimado 0,5%
Vermelho de fenol 0,003%
Agua destilada 1L

Fonte: TEIXEIRA et al., (2011) p. 164, com modificacdes.

3.5 Andlises estatisticas

Para comparar a riqueza de géneros entre as coletas sazonais (enchente,
cheia e vazante) foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. A diversidade de
géneros entre diferentes partes das plantas e a dominancia de género entre as partes
das plantas foi obtida através do indice de Simpson (SIMPSON, 1949). O teste T foi
utilizado para comparar a riqueza de géneros de bactérias entre os pontos
amostrados, Maica e Vera Paz. Estas analises foram realizadas através do programa
RSTUDIO (R Core Team, 2022) a nivel de significancia de 95% (a = 0,05). Para
verificar a similaridade qualitativa de géneros de bactérias entre as diferentes partes
das plantas foi utilizado o indice de similaridade de Jaccard, através do programa
Paleontological Statistics (PAST) (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando comparada a riqueza de géneros entre os periodos sazonais pelo
teste Kruskal-Wallis (p = 0,2649) e pelo teste T (p = 0,4913), demonstrou ndo existir
diferencga significativa entre as areas portuarias 1 e 2. A area portuaria 1, que equivale
a margem direita do Lago do Maica, ndo apresenta poluicdo tdo visivel, em
comparagao com a area portuaria 2 que corresponde a parte da orla conhecido como
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Bosque Vera Paz, mas é possivel observar o descarte inadequado de lixo nessa area
(Figura 5). O Lago do Maica esta inserido em uma regidao de varzea, composto por
areas periodicamente inundaveis, de dezembro a junho, formado por um sistema de
lagos cujas aguas s&o de origem do rio Amazonas com forte influéncia do rio Tapajos
(DE MATO VAZ et al., 2017), ja as aguas da area portuaria 2 (Figura 6), sdo de origem
do rio Tapajos sem influéncia direta do rio Amazonas, esse local também é uma area

periodicamente inundavel de acordo com sazonalidade do rio.

Figura 5 (A-D): Imagem da area portuaria 1 - Lago do Maica.

Fonte: Autor (2022).

Figura 6 (A-D): Imagem da area portuaria 2 - Orla de Santarém (Bosque Vera Paz)

Fonte: Autor (2022).

A bacia do Tapajés € uma das maiores bacias hidrograficas do Brasil, tendo

em sua margem cidades como Santarém, que apresenta pouca estrutura de
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saneamento (OLIVEIRA; HENRIQUE; LESS, 2021), estando entre as vintes cidade no
ranking de pior saneamento basico do Brasil (SNIS, 2020). O estudo de Monte (2021)
demonstrou que as aguas coletadas na orla dessa cidade apresentam altas
concentragdes de coliformes fecais, E. coli e maiores concentragdes de PTP (fosforo
total particulado) indicando deterioracédo da qualidade da agua resultado da agéao
antroépica.

As areas portuarias, 1 e 2, estdo expostas a diversos xenobidticos, assim
como ocorre na maioria das cidades da regido, isso porque as cidades comumente
atuam como pontos de descarga de residuos industriais, urbanos e de combustiveis

fésseis sem tratamentos em suas aguas (TROLLY, 2019).

4.1 Caracterizagcao fenotipica dos isolados bacterianos endofiticos de
macroéfitas do género Eichhornia

Obteve-se nesta pesquisa 126 cepas cultivaveis de bactérias endofiticas
das macrdfitas, incluindo as cepas isoladas das placas controle, das quais foram
identificadas 26 cepas, para verificar se essas apresentariam géneros semelhantes
sendo possivelmente parte da microbiota epifitica. Entre o total de cepas obtidas, os
géneros com maior frequéncia foram Clostridium, seguido de Corynebacterium,
ambos estando presentes em todas as partes das plantas e nas duas areas
amostradas. Outros géneros identificados incluem bactérias da familia
Enterobacteriaceae (Shigella, Serratia, Enterobacter e Klebisiella), Pseudomonas,

Staphylococcus e Mycobacterium (Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo dos isolados bacterianos endofiticos totais identificados (N) e
frequéncia de ocorréncia (FR %).

Taxons N AP1 AP2 Controle FR (%)
Clostridium spp. 59 35 24 13 57
Corynebacterium spp. 41 25 16 12 42
Serratia spp. 9 8 1 0 7
Enterobacter spp. 7 6 1 0 6
Pseudomonas spp. 4 3 1 1 4
Shigella spp. 3 2 1 0 2
Mycobacterium sp. 1 1 0 0 1
Klebsiella sp. 1 0 1 0 1
Staphylococcus aureus 1 0 1 0 1
Total 80 46 26

Total (N + Controle) 152
Fonte: Autor (2022).
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Legenda: N — nimero de isolados bacterianos endofiticos; AP1 — Area portuaria 1; AP2 - Area portuaria

2; FR — Frequéncia relativa.

O indice de Similaridade de Jaccard entre as partes das plantas variou de 45% a 82%.
As partes caule e raiz possuem mais géneros em comum se comparado a folha e ao
bulbo, sendo que esses Uultimos apresentam maior diferenga na similaridade

possuindo poucos géneros em comum (Figura 7).

Figura 7: indice de similaridade entre as partes das amostras de Echhornia crassipes e

Eichhornia azurea
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Fonte: Autor (2022).

O indice de Simpson revelou que o bulbo e o caule apresentaram as
maiores dominancias, havendo, portanto, menor diversidade nessas partes da planta.
A raiz, seguida da folha, apresentaram menor dominancia, ou seja, maior diversidade
(Figura 8).

Figura 8: indice de dominancia de género por estrutura vegetal de Echhornia spp.
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Fonte: Autor (2022).
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E consenso que avaliar um total da populacdo de bactérias, sobretudo a
populacdo endofitica, € impossivel, uma vez que parte da comunidade microbiana
existente em um ambiente ou nicho nao é cultivavel (PATIL et al., 2020). Além disso,
ha que se considerar que as diferengas ou variagdes nos resultados obtidos para
estudos da comunidade microbiana endofitica estdo dependentes de fatores como o
meio de crescimento, variagdes no crescimento, fisiologia, dentre outras variaveis do
vegetal que se pretende obter os isolados (LODEWYCKX et al., 2002). No que diz
respeito aos microrganismos buscados, deve-se levar em consideragdao os métodos
como processamento e esterilizagdo, e em relagdo ao cultivo e isolamentos, o meio
de cultura utilizado, fatores que podem afetar grandemente o sucesso dos resultados
(ANJUM; CHANDRA, 2015).

Estudos semelhantes de comunidade fungica endofitica de fragmentos
foliares de E. crassipes e E. azurea demonstraram pouca diferenca de diversidade
quando comparadas a comunidade microbiana das duas espécies (ALMEIDA et al.,
2015). Os géneros bacterianos Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus, Kurthia, Listeria
e Chromobacterius foram descritos associados a rizosfera de E. crassipes em
ecossistemas pantanosos em provincias da india (KABEER, 2014). Na Amazénia, a
tese de Batista (2009) descreveu, como bactérias mais frequentes para microbiota
endofitica e epifitica de E. crassipes, os géneros Acinetobacter, Bacillus,
Pseudomonas e Stenotrophomonas, sendo os taxons identificados como
exclusivamente endofiticos Pantodea dispersa, Hebaspirillum, Alcalignes, Uncultured
Burkholderia. E importante ressaltar que, no trabalho citado, houve maior infeccéo por
bactéria epifitica nas raizes e no que se refere a bactérias endofitica houve maior
infeccdo nas folhas, ja no presente estudo a raiz foi a parte que apresentou maior
riqueza de bactérias endofiticas como demonstrado acima na Figura 8.

O género Clostridium foi o mais abundante encontrado nesse estudo, isso
pode ser explicado por possuir espécies que podem atuar no crescimento vegetal,
fazendo parte do grupo conhecido como bactérias promotoras de crescimento vegetal
(PGPB), como a C. pasteurianum, sendo que género também apresenta espécies que
atuam na fixagdo de nitrogénio (FIGUEIREDO et al., 2020). De forma geral, é
caracterizado por apresentar forma de bacilo gram-positivo esporulado, podendo ser

anaerobios obrigatdrios, outros aerotolerantes e até mesmo raros, esse taxon esta
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amplamente distribuido pela natureza, em solos, vegetacéo, sedimentos marinhos e
fazendo parte da microbiota intestinal humana (BHATTACHARJEE, 2022).

O género Corynebacterium pertence ao filo Actinobacteria, pode ser
encontrado em solos, esgotos, superficies vegetais, assim como fazem parte da
microbiota nativa da pele e mucosa de animais e humanos (OLIVEIRA et al., 2016;
ALIBI et al., 2017; ARAUJO et al., 2018). As espécies desse género sio bastonetes
Gram-positivos, imdveis, ndo esporulados, apresentando crescimento aerdbico e
produtores da enzima catalase. Esse género possui espécies patogénicas,
oportunistas e simbiontes, entre as patogénicas tem-se como principal a espécie C.
diphtheriae, causadora da difteria (PAVLOV, 2004; EGGELING et al.,, 2008;
BERNARD, 2005, 2012; BERNARD; FUNKE, 2015). A nao patogénicas e ou
simbionte pode ser mencionada a C. glutamicum, nas quais suas cepas Sao
amplamente utilizadas na produgdo de aminoacidos, assim como em finalidades
biotecnolégicas (OLIVEIRA et al., 2017).

Segundo Bernard e Funke (2015) o género Corynebacterium apresenta 84
espécies descritas em microbiota de humanos, animais, meio ambiente ou de agua,
sendo 51 de interesse clinico descritas como causadoras de infecgao ocasional em
humanos ou sdo transmitidas aos humanos por meio zoonético. Tendo estudos
revelando a capacidade de algumas espécies desse género em degradar petréleo em
ambientes salobros (OYWOLE; OLUSANYA; AKINLADE, 2022) e outras aplicagdes
biotecnolégicas das espécies C. glutamicum e C. efficiens (PLOTKIN; ORENSTEI,
OFFIT, 2017). A espécie C. glutamicum, por exemplo, tem sido amplamente
investigada nos seus potenciais aplicagdes na biorrefinarias, processo em que o
microorganismo é concebido como fabrica de células microbianas que pode usar
biomassa para produzir produtos quimicos e polimeros de plataforma de valor
agregado (LIN; HAN; ZHENG, 2017).

As bactérias do género Pseudomonas podem ser encontradas tanto na
agua quanto no solo e inclui mais de 100 espécies (BENNASAR et al., 2010). As
espécies de Pseudomonas fazem parte do ambiente aquatico e possuem a
caracteristica de se adaptar a diversas condigbes ambientais (DUMAN et al., 2021;
GASPAROTTO et al., 2020).

Pseudomonas é um género de grande interesse clinico, possui espécies
fitopatogénicas como a Pseudomonas syringae pv tomato, que causa a pinta

bacteriana do tomateiro (SILVA et al., 2008). Esse género apresenta capacidade
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endofitica, sendo encontrado associado a espécies de macrofitas aquaticas (CHEN et
al., 2012). Espécies de Pseudomonas fazem parte do grupo das rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPR), desempenhando papel significativo, por
ser comum em diferentes ecossistemas de solo e por suas interagdes fitomicrobianas,
sdo também agentes no controle contra fitopatégenos de solo (DAS et al., 2020).

Dentre as 152 cepas isoladas, foi identificada uma pertencente ao género
Mycobacterium, grupo representado por bacilos alcool-acido resistentes, conhecidos
por causarem patologias em humanos como tuberculose (NATARAJAN et al., 2020).
Porém, ha espécies nesse género conhecidas como micobactérias nao tuberculosas
(MNT) associadas ao ambiente natural, entre eles, o aquatico, como M. marinum que
sdo bactérias de vida livre associadas tanto a agua fria quanto morna, doce e salgada
podendo causar doengas em peixes, anfibios, cobras enguias, lagartos e até mesmos
em humanos (CANETTI et al., 2022). Nao foi possivel nesse trabalho a identificacdo
a nivel de espécie impossibilitando uma melhor compreensdo da relagédo dessa
bactéria com a E. crassipes e com a area de coleta (AP1).

Assim como o género Mycobacterium, o género Staphylococcus apareceu
uma unica vez nas amostras. A espécie Staphylococcus aureus, tem importancia
clinica, apesar de faz parte da microbiota indigena de humanos e animais, sendo,
portanto, um patégeno oportunista (LIMA, et al., 2015; HAAG; FITZGERALD;
PENADES, 2019;). Até o momento, no foram encontrados trabalhos que tenham
registrado relagado de mutualismo ou de patogenicidade de S. aureus com vegetais. O
que se pode inferir € a relacdo da capacidade de filtracdo dessa planta e alguma
relagcdo com microbiota de animais presentes no ambiente aquatico, como anfibios e
peixes que utilizam das macréfitas aquaticas como bergario. No caso dessa amostra
que foi obtida de E. crassipes da area portuaria 2, pode estar associado também a
poluigdo decorrente da agao antropica por ser um ambiente visivelmente poluido.

Os representantes da familia Enterobacteriaceae identificados no presente
trabalho foram Shigella, Serratia, Enterobacter e Klebsiella, sendo identificadas em
menor nivel taxondmico as cepas de Entereobacter intermedius e Serratia fonticola.

Enterobacteriaceae se mostraram predominante em amostras de
microbiota endofitica de morangueiro, onde foram representadas principalmente por
Klebisiella, Enterobacter, Serrratia e Shigella (ZHANG et al., 2020). Tais géneros

possuem capacidade enddfita ja comprovada, fazendo parte da microbiota de E.
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crassipes na Amazoénia, de local contaminado por petroleo (BATISTA et al. 2019),
também compdem a microbiota endofitica de feijao (BIND; NEMA, 2019).

Os géneros Klebsiella, Enterobacter e Serratia possuem espécies que sao
encontradas em toda a natureza, sendo consideradas onipresentes, habitando
diferentes ecossistemas, quando relacionadas a plantas atuam como PGPB e PGPR,
apresentando capacidade de aumentar a produtividade, e sendo usados no
biocontrole de fitopatégeno (BARMAN; BHATTACHARYA; MANDAL, 2020; KHALIFA,
2020; SHI et al., 2020).

O género Serratia € um género associado a maioria dos ambientes
naturais, possui espécies com capacidade endofiticas que estdo associadas ao
desenvolvimento vegetal, secretando substancias promotoras de crescimento,
apresentando potencial no biocontrole de pragas (BARMAN et al., 2020; MAHDI, et
al., 2021; DINIZ, et al., 2022), entre elas, a espécie S. fonticola que &€ comumente
encontradas em amostras ambientais de agua e solo, a espécie em questao também
€ um patégeno humano, porém s&o raros os registros de infec¢ées comprovadamente
causadas por esta (ESPINOZA et al., 2021).

4.2 Capacidade de degradagodes de derivados de petréleo

Foram testadas 126 bactérias isoladas das diferentes partes das amostras
vegetais, destas 18 cepas apresentaram capacidade potencial de degradar
substancias derivadas de petroleo. Sendo Corynebacterium xerosis a espécie que
apresentou maior numero de cepas com essa capacidade. Em relacdo ao numero de
cepas com potencial degradador, observou-se que a area portuaria 1 apresentou

maior numero, sendo 3 de C. xerosis e 3 de Enterobacter spp. (Tabela 4).

Tabela 3: Cepas bacterianas endofiticas de E. crassipes (Mart.) Salms e E. azurea com capacidade de
degradar derivados de petroleo.

TAXONS (n total cepas) P1 P2

Corynebacterium xerosis
Enterobacter spp.
Pseudomonas spp.

Clostridium sp.

= =2 N W N
- O -~ W W
o =~ -~ O »

Serratia sp.
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Serratia fonticola 1 1 0
Enterobacter intermedius 1 1 0
Shigella sp. 1 1 0
Staphylococcus aureus 1 0 1

TOTAL 18 11 7

Fonte: Autor (2022).

Estudos realizados para verificar potencial de produgao de biossurfactantes
em bactérias epifiticas e endofiticas isoladas de macrdfitas aquaticas E. crassipes na
Amazdnia de locais contaminadas por petréleo demonstram que as cepas Klebsiella
sp., Enterobacter sp., e Methilobacterium radiotolerans e as endofiticas
Stenotrophomonas sp e Acinetobacter baumannii, foram as cepas mais promissoras
(BATISTA, 2019), neste estudo apenas o género Enterobacter apresentou potencial
degradacao de petréleo.

Corynebacterium e Pseudomonas sao géneros de bactérias que podem ser
utilizados na biorremediacdo, pois apresentam potencial de producdo de
biossurfactante e na composicao de consércios bacterianos, bem como capacidade
de degradar hidrocarbonetos (RAHMAN et al., 2002; EKANEM; OGUNJOBI, 2017).
No estudo de Oywole; Olusanya e Akinlade (2022), isolou-se cepas de
Corynebacterium xerosis e evidenciou-se a capacidade degradadora de derivados de
petroleo dessa espécie.

Enterobacter foi uma das cepas destaque na degradacao de petroleo em
estudos de producédo de biossurfactante com endofiticos de E. crassipes, juntamente
com Klebsiella sp. (BATISTA et al. 2019). No entanto, no presente estudo, as cepas
Klebsiella sp. testadas n&o revelaram serem capazes de degradagao deste composto.
O género Serratia possui espécies como S. marcescens que apresentam capacidade
de producgdo de biossurfactante (DUSANE et al., 2011), e nesta pesquisa das nove
cepas desse género testadas, duas apresentaram capacidade degradadora de
petroleo.

Para o género Staphylococcus, ha estudos publicados comprovando essa
capacidade (EKANEM; OGUNJOBI, 2017; OYWOLE; OLUSANYA.; AKINLADE
2022). No entanto, até o momento ndo foram encontrados estudos relacionados a
producdo de enzimas com capacidade de degradar hidrocarbonetos para a espécie

S. aureus, assim como, para o género Clostridium.
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Os estudos realizados com bactérias endofiticas em sua maioria estdo
voltados para vegetais com importancia agricola, para controle de pragas e promogao
de crescimento vegetal. No cenario mundial ja existe um olhar voltado para
associagao de microrganismos e vegetais com potencial biorremediador, mas no
Brasil ainda sédo poucas as pesquisas nessa area, sendo a maioria estudos de base.
Portanto se faz necessario um maior investimento de tempo e recursos, que permitam

a bioprospecc¢ao de microrganismos, e sua aplicagao.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos, ressalta-se que as macrdfitas aquaticas E.
crassipes (Mart.) Salms e E. azurea Kunth apresentam um grande numero de
endofiticos bacterianos, alguns deles capazes de degradar derivados de petréleo com
0s géneros Serratia, Enterobacter, Corynebacterium, Pseudomonas, Shigella,
Clostridium e Staphylococcus. E importante enfatizar que os géneros encontrados
nesse estudo possuem importancia biotecnoldgica, reforcando ainda mais o potencial
desses microrganismos. Contudo, sdo necessarios mais estudos voltados para
microbiota endofitica, para compreensao do papel exercido pelos microrganismos e
para a relagcao ecoldgica junto as macrofitas.

Assim, esses resultados demonstram a necessidade de aumentar os
investimentos em pesquisas que visem a bioprospecgdo de microrganismos
biorremediadores de ambientes contaminados, sobretudo de ambientes portuarios,

com o intuito de mitigar os impactos causados pelos derivados de petréleo.
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