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Leguminosas inoculadas com rizobios para remediacao de solo contaminado com cadmio,
chumbo e zinco por deposi¢do de escorias

RESUMO

No Brasil um importante caso de contaminagdo ambiental envolvendo metais pesados
ocorreu em Santo Amaro, Bahia. Uma empresa de fundicdo deixou um passivo ambiental de
aproximadamente 500.000 toneladas de metais contendo, principalmente, cddmio (Cd), chumbo
(Pb) e zinco (Zn). Os solos proximos as escérias contém metais pesados em concentrag¢fes acima
dos limites permissiveis, mesmo apds anos de interrupcdo da atividade metallrgica. Nesse
sentindo, técnicas de remediacOes sdo necessarias para minimizar os efeitos dos metais nos solos
contaminados e recuperar a funcionalidade dos ecossistemas no entorno da fabrica. O presente
trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de duas espécies de leguminosas (mucuna e
feijdo-de-porco), inoculadas com rizobios, para utilizacdo na fitorremediacdo de solos
contaminados. Além disso, foram avaliadas a ocorréncia e as caracteristicas morfoldgicas das
populacBes de rizobios naturalmente estabelecidas nos solos contaminados, utilizando as duas
espécies de leguminosas cultivadas sem inocula¢do como plantas iscas. As leguminosas foram
cultivadas em vasos contendo amostras de solo coletadas em pontos com distancias crescentes
da fonte de contaminacdo, para representar o efeito de diferentes concentracdes dos metais no
solo, e inoculadas com bactérias fixadoras de nitrogénio. Os solos apresentaram valores de Pb e
Cd acima do valor de investigacdo, sinalizando a necessidade de remediacdo. As plantas
utilizadas apresentaram sintomas de toxicidade induzida pelo excesso de metais pesados, no
entanto mostrando-se tolerante, avaliadas em funcédo da producdo de biomassa. As populagdes
de rizébios nativos dos solos contaminados sdo tolerantes e apresentam resisténcia a elevados
teores de metais, como: Cd, Pb e Zn. No entanto os altos teores de metais pesados afetaram a
nodulacdo e consequentemente os teores de nitrogénio nas plantas. As caracteristicas fenotipicas
destes isolados mostraram uma diversidade muito elevada. Estudos subsequentes mais
aprofundados com ferramentas moleculares poderdo determinar quais espécies sdo capazes de
nodular em ambiente tdo indspito como solos contaminados de metais pesados.

Palavras chave: Canavalia ensiformis (L.). Fitotoxidez. Fixagdo biologica de nitrogénio.
Nodulagéo natural. Stizolobium aterrimum Piper & Tracy.






Use of inoculated legumes for remediation of soil contaminated with heavy metals by
deposition of slag

ABSTRACT

Heavy metals are elements that are potentially toxic to natural ecosystems and to human
health, and may originate from natural or anthropogenic sources. In Brazil an important case of
environmental contamination involving heavy metals occurred in Santo Amaro, Bahia. One
foundry company left an environmental liability of approximately 500,000 tonnes of metals
containing mainly cadmium (Cd), lead (Pb) and zinc (Zn). Soils near the slag contain heavy
metals in concentrations above permissible limits, even after years of interruption of
metallurgical activity. In this sense, remediation techniques are needed to minimize the effects
of metals on contaminated soils and restore ecosystem functionality around the factory. The
present work has the objective of evaluating the potential of two legume species (mucuna and
bean), inoculated with rhizobia, for use in phytoremediation of contaminated soils. In addition,
the occurrence and morphological characteristics of the naturally established rhizobia
populations in contaminated soils were evaluated using the two legume species cultivated
without inoculation as bait plants. The legumes were cultivated in pots containing soil samples
collected at points with increasing distances from the source of contamination, to represent the
effect of different concentrations of the metals in the soil, and inoculated with nitrogen - fixing
bacteria. Soils presented values of Pb and Cd above the value of investigation, signaling the need
for remediation. The plants used presented symptoms of toxicity induced by the excess of heavy
metals, however being tolerant, evaluated as a function of biomass production. The populations
of native rhizobia of contaminated soils are tolerant and resistant to high concentrations of metals,
such as: Cd, Pb and Zn. However, the high concentrations of heavy metals affected the nodulation
and consequently the amount of N fixed. The phenotypic characteristics of these isolates showed
a very high diversity, unusual, given the amount of isolates. Therefore, further studies with
molecular tools to determine which species are able to nodulate in an environment as inhospitable
as soils contaminated with heavy metals.

Keywords: Canavalia ensiformis (L.). Phytotoxicity. Biological nitrogen fixation. Natural
nodulation. Stizolobium aterrimum Piper & Tracy.
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1. INTRODUCAO

No Brasil e no mundo é crescente a problematica de casos de contaminacdo ambiental
envolvendo metais pesados. Esses sdo definidos como elementos potencialmente toxicos para
0s ecossistemas naturais e para a saude humana. Esses elementos persistem por muito tempo
no meio ambiente natural, devido a sua baixa ou nenhuma degradabilidade e acumulam-se ao
longo da cadeia alimentar (KIM et al., 2015).

Os metais pesados ocorrem naturalmente nos solos, no entanto as atividades
antropogénicas contribuem na adicdo de metais pesados no meio ambiente natura (LI et al.,
2014). De forma geral, as atividades industriais, incluindo mineracdo e fundigdo, podem ser
consideradas como fontes significativas de contaminacdo por metais pesados (NAGAJYOTI,;
LEE; SREEKANTH, 2010).

No Brasil, o caso mais grave de contamina¢do ambiental com metais pesados, sobretudo
chumbo (Pb), ocorreu em Santo Amaro, Bahia. A cidade foi alvo da contaminagéo provocada
pela Companhia Brasileira de Chumbo (Cobrac), industria da fundicéo instalada na cidade com
0 objetivo de beneficiar o Pb para a producdo de lingotes. Cobrac pertencia ao grupo
multinacional Pefiarroya Oxide S.A. e foi instalada em Santo Amaro em meados de 1960, sendo
vendida em 1989 para empresa Plumbum Mineracdo e Metalurgia Ltda. Pertencente ao grupo
brasileiro Trevo, que deu continuidade ao processo de producdo das ligas de chumbo, a
Plumbum funcionou até 1993. O passivo ambiental deixado por essas empresas é estimado em
cerca de 500 Mg de escdria contaminada, principalmente com cadmio (Cd), Pb e zinco (Zn)
(SOUZA; LIMA, 2012).

Toda a escoria gerada durante o processo produtivo praticado em Santo Amaro era
disposta no meio ambiente natural sem a minima gestdo dos riscos. Havia, ainda, o material
particulado que era expelido das chaminés e as aguas residuais que eram descartadas sem
cuidados prévios em direcdo ao curso do rio Subaé. Apds encerar as atividades, parte da escoria
contaminada foi doada para o calcamento da cidade e utilizada por moradores nos quintais de
casas e patios escolares. Em consequéncia, a cidade e grandes extensdes das areas em seu
entorno foram contaminadas, apresentando diferentes niveis de contaminacdo metais de acordo
com a distancia que se encontram das fontes primarias de poluicao.

Diante desse cenério, faz-se necessario minimizar os efeitos dos metais nos solos
contaminados e recuperar a funcionalidade dos ecossistemas no entorno da fabrica, evitando

uma expansao ainda maior da contaminacgdo. A descontaminacgdo do solo pode ser realizada no
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local de origem da contaminacdo (in situ) ou com a retirada e transporte do solo para sua
descontaminacdo (ex situ) através de processos bioldgicos, fisicos e/ou quimicos. Estas técnicas
sdo frequentemente usadas em combinagdo umas com as outras para garantir uma remediacédo
mais eficiente e econémica (KHALID et al., 2017).

A fitorremediacdo é uma tecnologia de remedi¢cdo emergente. Ela utiliza a capacidade
das plantas para concentrar contaminantes do solo na parte aérea (fitoextracdo); reduzir a
mobilidade de metais pesados, reduzindo a biodisponibilidade destes (fitoestabilizacéo); e / ou
absorver e volatilizar compostos formados (fitovolatilizacdo). Essa técnica ganha destaque em
relacdo as outras (ALKORTA et al., 2004), por apresentar um 6timo custo-beneficio, ser
esteticamente agradavel, ser uma tecnologia verde e ndo invasiva.

Para melhorar o potencial das plantas em remover 0s metais do solo, utilizam-se micro-
organismos em associacdo com plantas fitorremediadoras. Essa associacdo tonar-se interessante
uma vez que micro-organismos tolerantes a metais pesados podem alterar a biodisponibilidade
de metais no solo, além de promover o crescimento das plantas, através de mecanismos diretos
e indiretos, e aumentar a resisténcia das plantas ao estresse causado pelos metais metal
(ETESAMI, 2018).

As plantas da familia Fabaceae (leguminosas) sdo conhecidas por estabelecer simbiose
com bactérias diazotréficas, vulgarmente chamadas rizébios. Essas bactérias, além de
fornecerem nitrogénio (N) para o sistema solo-planta, sdo rizobactérias promotoras de
crescimento. As leguminosas sdo plantas pioneiras na colonizacdo e restauracdo da qualidade e
salde de solos degradados e N-limitados, caracteristica comum dos solos contaminados com
metais, essa particularidade das leguminosas, adicionada a alta capacidade de producdo de
biomassa e sistema radicular profundo, s&o ideais para utilizagio na fitorremediacdo (GOMEZ-
SAGASTI; MARINO, 2015).

Diante do exposto, pode-se afirmar que plantas leguminosas inoculadas com rizobios
sdo candidatas promissoras para revegetacdo e fitorremediacdo de areas contaminadas com

metais pesados.
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1.1 HipOteses

e A capacidade de fixar nitrogénio em simbiose com rizobios eficientes confere vantagem
ecoldgica as leguminosas para crescerem nos solos de Santo Amaro contaminados por
Cd, Pb e Zn, favorecendo o uso dessas espécies em programas de fitorremediacéo.

e A inoculacdo com estirpes rizobianas incrementa a produgdo de biomassa de
leguminosas em solos contaminados, assim como abrigam populacdes naturalmente
estabelecidas de bactérias tolerantes e capazes de formar simbiose com diferentes

espécies de leguminosas.

1.2 Objetivo Geral:
Avaliar o potencial de leguminosas inoculadas com riz6bios para utilizagdo na

fitorremediacdo de solos contaminados por cadmio, chumbo e zinco.

1.3 Objetivos Especificos:

e Avaliar a tolerancia e a capacidade de fitoextracdo do feijdo-de-porco, Canavalia
ensiformis (L.), e da mucuna preta, Stizolobium aterrimum (Piper & Tracy), a
contaminacdo do solo por diferentes concentracdes dos metais Cd, Pb e Zn;

e Determinar se a inoculacdo do feijdo-de-porco e da mucuna preta com rizébios
recomendados confere maior tolerancia a contaminag&o por Cd, Pb e Zn;

e Obter uma colegdo de rizdbios tolerantes a altos teores de Cd, Pb e Zn utilizando feijdo-
de-porco e mucuna preta como plantas isca.

e Determinar as caracteristicas fenotipicas de populagdes de rizobios, naturalmente
estabelecidas em solo contaminado por Cd, Pb e Zn capazes de nodular feijdo-de-porco

€ mucuna preta.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metais pesados e contaminagdo ambiental

Os metais pesados ocorrem naturalmente nos solos, sendo assim, todos os solos contém
metais pesados, em teores que variam de 0,0001 a 10% dependendo do ion e da sua presenca
no material de origem e dos processos pedogenéticos que formaram o solo ou de atividades
humanas (BOTHE; SLOMKA, 2017). Alguns metais pesados desempenham fungdes vitais no
metabolismo vegetal e animal, sendo reconhecidos como essenciais as plantas e aos animais,
como zinco (Zn), cobre (Cu) e ferro (Fe). Outros, entretanto, como Pb, Cd, As e mercurio (Hg),
ndo possuem essencialidade reconhecida (BABULA et al., 2008). Com excecédo do Fe, todos
0s metais pesados a uma concentracdo acima de 0,1% tornam-se tdxicos para as plantas. No
entanto, os efeitos da toxidade dos metais podem variar em cada espécie de planta, assim como
em cada individuo (BOTHE; SLOMKA, 2017)

Por serem persistentes no meio ambiente, 0s metais pesados estdo mais sujeitos a serem
acumulados no solo, sistemas aquaticos e sedimentos, causando efeitos deletérios no
ecossistema (AL-SALEH; ABDULJABBAR, 2017; SENEVIRATNE et al., 2017), podendo
permanecerem no solo anos apds a remocao de fontes pontuais e serem transferidos no sistema
terrestre em diferentes niveis da cadeia alimentar (GALL; BOYD; RAJAKARUNA, 2015).
Além disso, metais pesados sdo muito reativos e toxicos, mesmo a baixas concentracdes, €
apresentam propriedades como bioacumulacao, capacidade de uma substancia se acumular nos
tecidos ou 6rgdos dos organismos, e biomagnificacdo na cadeia tréfica, ou seja, tendéncia de
aumentar sua concentracdo nos organismos que ocupam, nos niveis tréfico mais elevados.
(MANN; VIUOVER; PEIUNENBURG, 2011).

Teores elevados de metais no solo reduz atividades enzimaticas, biomassa microbiana
e consequentemente a respiragdo do solo. (GILLER, WITTER; MCGRATH, 2009). Além
disso, uma vez nos solos, 0s metais pesados podem ser adsorvidos pelas particulas coloidais ou
disponibilizados na solugcdo do solo, podendo, entdo, ser arrastados para outras areas, por
infiltracdo e/ou escoamento para &guas subterraneas e superficiais, respectivamente, ou ser
absorvido pelas plantas, com potencial de acumulacdo, tanto nos vegetais, quanto em outros
organismos vivos (MOTUZOVA et al., 2014, GALL; BOYD; RAJAKARUNA, 2015).

As atividades antropogénicas podem ser fontes de contaminacdo de metis no solo,

(WUANA,; OKIEIMEN, 2011), sendo a mineracdo e a metalurgia as atividades com maior
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potencial poluidor (YANG; SHAO; JU, 2014; SILVA, 2015). Em geral, nos paises em
desenvolvimento, essas atividades sdo uma grande preocupacdo ambiental, devido aos danos
causados a saude dos habitantes locais através da contaminacdo de aguas e alimentos, em
funcdo dos metais acumulados (LIU et al., 2015). Portanto, a poluicdo por metais pesados ja se

tornou um dos mais sérios problemas ambientais.

2.2 Danos bioldgicos causados por metais pesados

Quando presentes em excesso nos organismos Vvivos, alguns metais pesados, sobretudo
0s ndo essenciais, podem afetar organelas celulares e induzir ao estresse oxidativo.

O Cd é um elemento muito mével no solo, biologicamente ndo essencial e altamente
toxico para animais, micro-organismos e plantas. Devido a sua alta mobilidade, pode entrar
facilmente na cadeia alimentar mediante absorcédo pelas plantas. Em altas concentragdes, o Cd
inibe o crescimento, desenvolvimento e a produtividade dos vegetais. No entanto, toxicidade
desse elemento afeta, principalmente, os humanos, atingindo diversos sistemas do corpo
humano. Apresenta efeitos carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos (BENAVIDES;
GALLEGO; TOMARO, 2005; GOMEZ-SAGASTI; MARINO, 2015).

O Pb é um metal de grade uso industrial. Assim como o0s metais j& mencionados,
também causa sérios danos as plantas, ao meio ambiente e animais, incluindo o homem (LIMA
etal., 2009). E classificado como o segundo metal mais toxico na lista de substancias perigosas,
de acordo com a Agéncia de Substancias Toxicas e Registro de Doengas (ATSDR, 2017). Pode
nutrientes e induzir o estresse oxidativo nos vegetais. (NAGAJYOTI; LEE; SREEKANTH,
2010). A exposicdo ao Pb, mesmo em concentragdes consideradas baixas, causa danos a saude
humana, podendo afetar o sistema nervoso em desenvolvimento, o sistema hematoldgico e o
cardiovascular e afetar os rins, quando a exposicéo € excessiva e prolongada. As criangas sao
mais vulneraveis aos efeitos desse metal (MAGNA et al., 2014).

O Zn é um micronutriente vegetal, no entanto, quando em altas concentracdes, seus
efeitos podem ser deletérios, retardando o crescimento e podendo levar a morte das plantas. Em
humanos, a exposicdo ao zinco pode causar irritacdes de pele e, quando ingerido em
guantidades superiores ao recomentado (entre 8 e 11 mg/dia), pode trazer prejuizos a saude,
como por exemplo, causar enjoos, nauseas e, a longo prazo, anemia, danos ao pancreas e
diminuicdo dos niveis de colesterol HDL (ATSDR, 2005).


https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/organelle
https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/oxidative-stress
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2.3 Casos de contaminagéo no Brasil

No Brasil, ocorreram casos de impactos sociais, econdmicos e ambientais oriundos das
atividades da mineracao e fundicéo durante os processos de ocupacao dos territorios (SOBRAL
et al., 2012). Mais recentemente, 0s rompimentos das barragens de Mariana e Brumadinho, em
Minas Gerais pertencentes a Companhia Vale do Rio Doce, nos quais grandes quantidades de
lama contendo metais pesados de tipo e teores ainda ndo determinados, invadiram grandes areas
em seus entornos, contaminando solos, animais, pessoas e cursos de agua. Outros casos de
contaminacgdo, dessa vez causado pela destinacdo inadequada de residuos toxicos ocorreram
em: Sdo Paulo no Vale do Ribeira, em Boquira e Santo Amaro, ambos localizados na Bahia.

O Vale do Ribeira, localizado entre os estados do Parana e S&o Paulo, durante muitos
anos ficou conhecido nacionalmente como a maior regido produtora de Pb do Brasil. Esta area
comportou varias minas de Pb, Zn e prata (Ag). No ano de 1945, em Adriandpolis — PR, a
empresa Plumbum Mineracdo e Metalurgia Ltda., financiada pelo grupo Trevo, instalou uma
usina de refino de minérios produzidos nas minas de Panelas, Canoas e Barrinha. A exploracao
dessas minas durou cerca de 50 anos. A Pumblum encerrou suas atividades em 1996, em
consequéncia da exaustdo do solo e esgotamento das jazidas, deixando aproximadamente
177.000 Mg de escédria a céu aberto, sem nenhum cuidado prévio. Parte desses rejeitos foi
utilizada pelos moradores no calcamento das ruas em areas operarias vizinhas a antiga refinaria,
em Adrianopolis. Durante o funcionamento da empresa foram lancados na atmosfera grande
quantidade de material particulado rico em Pbh. Além disso, residuos e efluentes advindos das
atividades da refinaria foram despejados diretamente no leito do rio Ribeira do Iguape,
causando a contaminagdo do rio, dos solos adjacentes e da populacdo local. Foi observada,
ainda, a contaminacgéo por As, através da arsenopirita, que ocorre geologicamente no minério
de chumbo (CUNHA, 2003; KUMMER et al., 2011).

Em Boquira, Bahia, as atividades de exploracdo do minério de Pb e Zn se iniciaram em
meados de 1950. Na época, Boquira era a principal mina em atividade no pais, tanto pelas
reservas, quanto pelo teor do minério extraido. A Pefiarroya S.A era a empresa responsavel pela
exploracdo dos minerios extraidos em Boquira. Os minérios continham cerca de 9% de chumbo
e 3 % de zinco. Estes eram transportados para Santo Amaro, localizada a 500 quilémetros de
Boquira, onde eram beneficiados. A area foi explorada até 1992, quando encerrou suas
atividades em decorréncia da exaustdo da mina e do alto custo de extracdo nas galerias abertas
no subsolo (FERRAN, 2007; SOUZA; LIMA, 2012; ANDRADE et al., 2017).
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Até recentemente, foi considerado que a maior contaminagdo por metais pesados que
ocorreu no Brasil foi em Santo Amaro, Bahia. A cidade de Santo Amaro, apresenta um dos
mais sérios problemas de contaminacdo humana por metais pesados do mundo, especialmente
por Pb, ocasionado pela disposicdo final inadequada de escéria metalUrgica contaminada,
principalmente, por Cd, Pb e Zn (MACHADO et al., 2004; SILVA et al., 2017a).

2.4 O caso de Santo Amaro

Santo Amaro esta localizada na regido da Baia de Todos os Santos, as margens do Rio
Subaé, e € um exemplo do alto potencial poluidor da industria de fundicdo de metais. A cidade
foi sede da Companhia Brasileira de Chumbo (COBRAC) de 1960 a 1993, fundada com capital
francés e nacional e financiada pelo grupo Pefiarroya, que tinha como objetivo o beneficiamento
da galena (PbS - sulfeto de chumbo), para producéo de lingotes de chumbo. Nessa época, foram
produzidas cerca de 500.000 Mg de metais (ANDRADE; MORAES, 2013).

A produgéo de lingotes de chumbo era realizada pelos processos de sinterizagéo e
reducdo do sinter. O beneficiamento do chumbo baseava-se na obtencao de 6xido de chumbo
(PbO) por meio de ustulacdo oxidante da galena (PbS), seguida das operacdes de sinterizacéo
e reducdo do 6xido de chumbo a Pb metalico, em forno de cuba. As principais emissdes de
poluentes metalicos e geracao de residuos ocorreram durante as etapas do processo metallrgico,
como também na etapa de transporte e estocagem (SOBRAL et al., 2012).

Todo o processo de refino do Pb gera grandes quantidades de residuos que devem ser
tratados seguindo rigorosas medidas de controle. No entanto, em Santo Amaro, essas medidas
de controle eram negligenciadas. Havia pouco controle do manejo dos danos aos ecossistemas,
bem como de medidas de protecdo e seguranca destinada aos funcionarios e moradores locais
(SILVA et al., 2003). Os dejetos provenientes do processo de refino continham Pb, Cu, As, Ag,
antimonio (Sbh) e bismuto (Bi). J& a escéria formada durante a operacéo do alto forno continha
minerais e muitas impurezas metalicas, incluindo Pb. Toda essa escoria que deveria ser
reciclada, volatilizada ou mesmo disposta no local onde foram produzidas (ou em outro local),
de forma segura, era amontoada no meio ambiente natural, sujeita a intempéries, sem cuidados
prévios. Durante 0s processos de sinterizagdo, fusao e refino e durante as operacdes de carga e
descarga do forno eram emitidas, pelas chaminés, grandes quantidades de fumacas e poeiras
contendo metais e metaloides, além de gases como didxido de enxofre (SO2) e oxido sulfurico

(SOs) (sinterizagéo), que eram langados continuamente na atmosfera (SOBRAL et al., 2012).
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Foi produzido um total de poeira estimado em 104-152 kg por Mg de galena
concentrada, com uma composi¢cdo média de 60% de Pb, 10% de Zn, 6% de Cd e quantidades
significativas de As. Além disso, as aguas residuais geradas durante todo o processo
pirometaltrgico foram lancadas diretamente no Rio Subaé. Acredita-se que todo esse material
emitido tenha contribuido de forma significativa para o processo de contaminagdo ambiental
principalmente no entorno da fabrica, visto que a industria praticamente ndo dispunha de
sistema de reducéo de gases e particulas nas suas chaminés (ANDRADE LIMA; BERNARDEZ
2011).

Ao longo de 33 anos de atividades, a COBRAC gerou um passivo ambiental de milhdes
de toneladas de rejeito contendo, principalmente, 6xido de chumbo (PbO) e 6xido de zinco
(Zn0), oferecendo risco de intoxicacdo a populacao local, desde o periodo de funcionamento
até os dias de hoje (SILVA et al., 2017b). A escoria produzida durante esse periodo foi estimada
em um volume de 180.000 m®. Parte da escoria produzida foi doada, aproximadamente 55.000
m?3, sendo parte destinada a pavimentacéo das ruas do centro, pela prefeitura, e outra parte foi
utilizada pela populacdo nos quintais das residéncias e patios escolares (MACHADO et al.,
2004; MAGNA, 2011).

Santo Amaro apresenta elevado indice pluviométrico, cerca de 1400 mm ano, o que
pode ser responsavel pelo arraste do solo contaminado a longas distancias, atraves da erosdo
hidrica. As chuvas sdo mais concentradas em quatro meses do ano e na regido ha ocorréncia de
fortes ventos, potencializando os processos de erosdo do solo, por eroséo eolica, e subsequente
dispersdo dos contaminantes (PEIXOTO, 2013). Os solos da regido apresentam teores de argila
relativamente altos, o que aumenta a capacidade de adsor¢do dos metais pelos coloides
(NIEMEYER et al., 2015). Os contaminantes que foram descartados de forma irregular no Rio
Subaé, ou que receberam os dejetos advindos da lixiviacdo do solo contaminado, provavelmente
foram dispersos ao longo da bacia hidrografica (ANJOS, 2003; BOMFIM et al., 2015; BRAGA;
LOPES, 2015) ou foram levados pela acdo do vento a grandes distancias da fonte de
contaminacéo.

Valores de referéncia do Pb baseados nas concentragfes naturais de metais pesados para
a regido da Baia de Todos os Santos, evitando-se a coleta de solos em areas supostamente
contaminadas, foram superiores &s de outros solos do Brasil (SANTOS; NASCIMENTO,;
ACCIOLY, 2017). Por outro lado, foi observado no mesmo trabalho que as concentracdes
naturais médias de As, Cd e Zn, por exemplo, foram inferiores as encontradas na literatura
nacional e internacional. No entanto, em trabalho posterior utilizando solos contaminados do
municipio de Santo Amaro (SILVA et al., 2017b), teores elevados de As, Cd e Zn, além do Pb,
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sdo uma preocupacdo em solos de Santo Amaro, razdo pela qual merecem estudos mais

aprofundados sobre a possibilidade de remediacdo desses elementos.

2.5 Remediacdo de areas contaminadas

Algumas técnicas de remediacdo de solos podem ser aplicadas no local da contaminacéo
(in situ) ou com a retirada e transporte do solo para sua descontaminagdo em outro local (ex
situ) (SONG et al., 2017). A escolha do método de descontaminagdo do solo é baseada na
natureza do metal, nas concentracdes deste no solo, em seu risco potencial, no tempo para
remediacdo, nas caracteristicas do solo e, sobretudo, em fatores econdmicos. Khalid et al.
(2017) compararam métodos fisicos, quimicos e biologicos de remediacdo de solos
contaminados com metais pesados, concluindo que o uso de plantas associadas a micro-
organismos, embora demande um maior tempo de descontaminacdo do solo, é econémico e
ambientalmente atrativo, em relacdo aos métodos fisicos e quimicos de descontaminacao.

A fitorremediacdo, que consiste no uso de plantas para remediacdo de solos
contaminados, vem sendo amplamente estudada devido as vantagens que apresenta em relacéo
a outras técnicas (ARUNAKUMARA et al., 2014; FREITAS; NASCIMENTO; SILVA, 2014,
FERNANDEZ et al., 2017; SARWAR et al., 2017). Consiste, basicamente, na fitoextracao,
fitoimobilizacdo ou fitovolatizacdo do metal presente nos solos. A fitoextracdo refere-se a
processos em que as plantas sdo usadas para transferir metais do solo para parte aérea das
plantas; a fitoestabilizacdo € o uso de plantas para reduzir a mobilidade de metais pesados
mediante sua absorg¢éo e precipitacao, reduzindo assim a biodisponibilidade destes; e, por fim,
a fitovolatilizacdo consiste na absorcdo e volatilizacdo para a atmosfera dos compostos
formados (ALl et al., 2013;).

E possivel que plantas que crescam naturalmente em areas contaminadas apresentem
vantagem competitiva em relagdo a outras plantas exoticas, além de tolerantes a altos teores de
metais nos seus tecidos. Plantas nativas de diferentes espécies da familia Fabaceae, de
ocorréncia natural em solos contaminados, j& foram apontadas como potenciais
fitorremediadoras (RASCIO; NAVARI-1ZZ0, 2011; BOECHAT et al., 2016).

2.6 Associagéo de rizobios e leguminosas na fitorremediagao
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Os micro-organismos presentes no solo exercem diversas atividades que influenciam
fatores fisicos, quimicos e bioldgicos do solo. Estes atuam na ciclagem de nutrientes,
degradacdo da matéria organica, degradacdo de xenobiéticos, formacdo e sedimentacdo dos
solos, entre outros. Além disso, 0s micro-organismos séo capazes de transformar ions ativos de
metais pesados nos solos, diminuindo sua biodisponibilidade. Incrementos na taxa de
fitoextracdo podem ser obtidos por meio da inoculacéo de bactérias promotoras de crescimento
(ULLAH et al., 2015), sugerindo que 0s micro-organismos podem ser grandes aliados das
plantas fitoextratoras.

Nos solos, as bactérias sdo 0s organismos mais abundantes. Acredita-se que a
abundancia média desses micro-organismos esta na ordem de 10° a 10 células bacterianas por
grama de solo. De uma forma geral, as bactérias desempenham papeis importantes nos solos,
como: degradacdo da matéria organica, nitrificacdo, fixacdo biolégica de nitrogénio,
estabilizacdo de agregados, além de serem pioneiras na degradacdo de rochas e areas degradas
e algumas tolerantes a metais pesados (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Na rizosfera do solo, area caracterizada como préxima as raizes e influenciada por uma
gama de micro-organismos, ocorrem diversas trocas bioguimicas capazes de selecionar grupos
microbianos de interesse para as plantas. Nesse cenério, plantas que se desenvolvem em areas
contaminadas podem selecionar, através de comunicacao quimica (liberacdo de exsudados),
comunidades bacterianas nativas tolerantes a metais pesados. Os exsudados liberados pelas
raizes de plantas podem auxiliar na captacdo do metal presente no solo. As reacdes que ocorrem
entre 0s metais e 0s compostos quimicos naturais, liberados pelos vegetais, sdo complexas, no
entanto estdo associadas ao aumento da absorcdo de metais do solo e a sua translocagao para a
parte aérea das plantas. Os &cidos organicos sao apontados como o0s exsudados mais importantes
para a fitoextracdo, porque possuem, sobretudo, a capacidade de formar complexos com os ions
metalicos, e reduzem o pH em torno das raizes, aumentando, assim, a mobilidade do metal
(NASCIMENTO; XING, 2006).

Uma estratégia que pode se revelar interessante para a fitorremediacdo de solos
contaminados é a utilizacdo da simbiose entre leguminosas (Fabaceae) e bactérias
diazotréficas, vulgarmente denominadas de rizobios, capazes de realizar o processo de fixagdo
bioldgica de nitrogénio (FBN). Por exemplo, Astragalus bisulcatus é uma espécie
hiperacumuladora de Se (FREEMAN et al., 2006) e sua capacidade de nodular pode representar
uma vantagem ecoldgica para seu desenvolvimento em solos contaminados. A capacidade de
formacdo de nodulos e FBN esta presente em grande parte das leguminosas e o cultivo de

especies nodulantes fixadoras desempenha papel relevante na manutencdo de estoques de
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nitrogénio nos solos, melhorando consequentemente sua fertilidade (FREITAS et al., 2015).
Além disso, em solos contaminados, essa relacdo simbidtica pode restaurar as funcdes e
promover a cobertura eficiente do solo, evitando que ocorra erosdo e consequente lixiviacdo
dos contaminantes, e enriquecer a microbiota do mesmo (RANGEL et al., 2017).

A associacdo simbidtica entre leguminosas e rizobios pode aumentar a toleréncia de
plantas fitorremediadoras, aliviando os estresses causados pelos metais pesados, como foi
observado por Chen et al. (2018). Eles mostraram em que os efeitos da toxidade causado pelo
Cu foi amenizado pela simbiose em Medicago sativa, diminuindo o estresse oxidativo e a
inibicdo de crescimento causado por esse metal nas plantas, revelando o importante papel dessa
associacdo na biorremediacdo de Cu no solo.

Os rizobios podem desenvolver diferentes mecanismos de resisténcia a metais pesados,
podendo bioacumular esses elementos em suas células. Os ions de metais podem ser adsorvidos
nas camadas polissacaridicas das bactérias através de grupos funcionais, tais como grupos
carboxila, amino, fosfato e sulfato (YIN et al., 2018).

A selecdo de rizdbios resistentes a metais pesados pode incrementar a taxa de metal
retirado ou imobilizado no solo, dada a capacidade de alguns micro-organismos de alterar a
solubilidade, mobilidade e biodisponibilidade de metais no solo, e beneficiar o estabelecimento
e crescimento da planta (NONNOI et al., 2012). Sendo assim, o isolamento de rizébios
resistentes a metais pesados, para producdo de inoculantes é uma opcdo viavel e barata para a
regeneracdo e enriquecimento de solos moderadamente contaminados (ZRIB et al., 2012).

Esforcos para encontrar espécies de leguminosas e estirpes nativas tolerantes a solos
com elevados teores de metais toxicos sdo extremamente necessarios. A utilizacdo de especies
vegetais nativas em programas de fitorremediacéo, visto que essas plantas podem ser mais
adaptadas as condic¢des edafocliméticas e estresses em relagdo a espécies exoticas, pode ser uma
estratégia interessante (LEGUIZAMO, GOMEZ; SARMIENTO, 2017). O territério brasileiro
é rico em leguminosas, entretanto, no Brasil estas espécies ainda sdo pouco exploradas e poucos
estudos existem no que diz respeito a seus potenciais como fitorremediadoras. Por outro lado,
estudar a diversidade de rizobios nativos de solos contaminados, também pode ser de grande
interesse para fins de remediagdo ambiental, visto que essas bactérias sdo adaptadas a esse tipo
de estresse. Ja foi observado que, mesmo em solos contaminados, as leguminosas inoculadas
com rizébios tolerantes conseguem crescer e nodular, sendo indicadas em programas de
fitorremediacdo (ZRIB et al., 2012; DARY et al., 2010; PAJUELO et al., 2011; SAADANI et
al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phosphate-group
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e caracterizagao do solo

Amostras de solos contaminados foram coletadas no municipio de Santo Amaro, Bahia
(12° 32" 48" S 38° 42' 43" W), dentro da antiga propriedade da COBRAC (Figura 1), em uma
area destinada ao descarte de residuos. O solo foi coletado na camada superficial (0-20 cm) em
trés pontos distintos, com diferentes distancias da fonte de contaminagéo, sendo esperado, com

isso, diferentes niveis de contaminagdo com metais pesados, principalmente Cd, Pb e Zn.

Figura 1: Area da antiga Cobrac
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Figura 2: Mapa da localizag8o de Santo Amaro, Bahia
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Para determinacdo dos atributos quimicos e da granulometria das amostras de solo
(Tabela 1), sub-amostras foram tomadas das amostras coletadas em cada ponto amostral,
secadas ao ar, homogeneizadas e passadas em peneira de 2 mm de abertura de malha. Foram
determinados o pH em é&gua (1:2,5); K*, Na* e P foram extraidos com Mehlich-1, os dois
primeiros foram dosados por fotometria de chama e o P por colorimetria do complexo
fosfomolibdico (reduc¢do do molibdato com o &cido ascorbico) (EMBRAPA 2009). A analise

granulométrica foi determinada pelo método do densimetro de acordo com Embrapa (2009).

Tabela 1: Atributos quimicos e granulométricos dos solos coletados em &reas a distancias decrescentes do ponto
destinado ao descarte de residuos da antiga COBRAC (Santo Amaro - BA)

Distancia do foco de contaminagéo

Atributo Area de maior distancia Area de média distancia  Area de menor distancia

do foco da contaminagcdo  do foco da contaminagdo  do foco da contaminacdo

pH (1:2,5) - Agua 7,55 7,46 55
Na* (cmolc kg™) 98a 90,5 58
K* (cmolckg™) 36 30,5 41,5
P (mg Kg?) 48,04 16,86 21,63
Areia (%) 41,2 15,17 11,30
Silte (%) 23,1 35,14 40,12
Argila (%) 35,7 49,68 48,84
Classe textural Franco argiloso Argiloso Argiloso
mg Kg*

Vi

Al N1 N2 N3
Cd 3;20 1,45 8,00 89,30
Cr 150; 400 35,90 44,60 54,10
Cu 200; 600 33,08 46,83 171,33
Fe - 32386,85 37301,85 46541,85
Mn - 352,68 540,23 711,23
Ni 70; 130 18,38 25,48 33,83
Pb (mg Kg?) 180; 900 195,43 1004,58 5529,08
Zn (mg Kg?) 450; 2000 218,53 490,68 1043,63

* N1 = menor nivel de contaminagédo do solo, correspondendo a amostras coletadas a maior distancia do foco da
contaminagdo; N2 = nivel intermediario de contaminacao do solo, correspondendo a amostras coletadas a distancia
intermediéaria do foco da contaminacéo; e N3 = maior nivel de contaminacdo do solo, correspondendo a amostras
coletadas & menor distancia do foco da contaminacdo.VI= Valor de investigacdo (A — agricola), (I —Industrial).
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Para determinagéo dos teores de Cd, Pb e Zn no solo, as amostras foram pulverizadas
em almofariz de 4gata e passadas em peneira de abertura de 0,3 mm (ABNT n° 50), com malha
de aco inoxidavel. A digestdo das amostras de solo foi baseada no método 3051A (USEPA,
1998), que consiste em adicionar 9 mL de HNOz e 3 mL de HCl em 0,5 g de amostras de solos
pulverizadas, em tubos de teflon. As amostras foram levadas ao forno de micro-ondas (Mars
Xpress), por 18 minutos até atingir a temperatura de 175° C, mantendo essa temperatura por 4
minutos e 30 segundos. Apds o resfriamento os extratos foram vertidos para balGes
volumétricos de 50 ml, sendo o volume completado com &gua ultrapura e os filtrados em papel
de filtragem lenta (Macherey Nagel®). Os teores de Cd, Pb e Zn foram determinados por
espectrometria de emisséo éptica (ICP-OES/Optima 7000, Perkin Elmer), enquanto que os de
aluminio (Al), Fe, manganés (Mn), cobre (Cu) e niquel (Ni) foram determinados por

espectrofotbmetro de absorcéo atdmica (Analyst 800 Perkin Elmer).

3.2 Execucédo do experimento

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Pré Reitoria de Pesquisa e Pos-
graduacdo da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizada no
Departamento de Agronomia. No experimento foram utilizadas duas plantas herbaceas, da
familia Fabaceae, o feijdo-de-porco, Canavalia ensiformis (L.) e a mucuna preta, Stizolobium
aterrimum (Piper & Tracy). Essas plantas foram escolhidas por serem bem adaptadas ao clima
tropical, apresentando tolerancia a altas temperaturas, rapido crescimento, grande producdo de
fitomassa em um curto espago de tempo e, sobretudo, capacidade para estabelecer simbiose
eficiente com rizobios.

Os tratamentos do experimento consistiram nas duas espécies de leguminosas, trés solos
coletados a distancias crescentes do foco de contaminacéo, representando diferentes niveis de
contaminacg&o do solo (1, 2 e 3) e presenca ou auséncia de inoculagdo com rizébios previamente
selecionados. Foram utilizadas cinco espécies de bactérias diazotréficas (estirpes de referéncia),
obtidas da colecdo de bactérias do Centro de Recursos Biologicos Johanna Dobereiner (CRB-
JD), da Embrapa Agrobiologia: BR2811 (Bradyrhyzobium elkanii), BR3501 (Ensifer sp.),
BR7606 (Rhizobium leguminosarum bv. trifolii), BR10026 (Rhizobium etli), BR 10247
(Bradyrhizobium neotropicale). Este experimento totalizou 108 parcelas.

Para preparo dos inoculantes, os rizébios foram cultivados em meio extrato de levedura-
manitol (YM) (Vincent, 1970), em condi¢cbes monoxeénicas, durante o periodo de crescimento

adequado para cada bactéria.
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As sementes das espécies herbaceas foram adquiridas em casas comerciais.
Antecedendo a semeadura, as sementes foram desinfestadas superficialmente em alcool 95,8 %
por 3 segundos e hipoclorito de sédio 1 % por 5 minutos, com lavagens sucessivas em agua
destilada e autoclavada, para retirar o hipoclorito de sédio. Em cada vaso foram semeadas trés
sementes, sendo realizado um desbaste apds 10 dias de emergéncia, sendo deixada 1 planta por
vaso. Os vasos tinham capacidade para 1 dm?® de solo.

A inoculacédo de bactérias diazotroficas ocorreu na época do plantio na aérea proxima
as sementes e foi repetida dez dias apos o plantio (DAP). A irrigacdo foi realizada para manter
o0 solo préximo a capacidade de vaso, o que foi avaliado visualmente.

As plantas foram colhidas aos 65 DAP. Na ocasido da coleta, as raizes foram separadas
da parte aérea e lavadas em agua corrente e agua destilada, acondicionadas em sacos de papel
e submetidas a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C por 72 h, sendo
posteriormente pesadas para obtencdo da biomassa produzida. Os nddulos foram destacados,
contados, os nédulos dos tratamentos que ndo receberam inoculacdo foram armazenados em
silica gel para posterior isolamento das bactérias. Apds pesagem, as amostras de tecido vegetal
foram moidas em moinho tipo Willey, para determina¢fes quimicas. Foram determinadas as
biomassas das plantas (parte aérea, nédulos e sistema radicular), e os teores totais de N, Cd, Pb
e Zn na parte area da planta.

Figura 3: Semente de feijdo de porco (A) e mucuna preta (B) germinando

3.4 Determinagdes quimicas nas plantas

O nitrogénio total (NT) foi determinado pelo método da destilacdo — titulagdo de
Kjeldahl (EMBRAPA, 2009), utilizando o0 H2SO4 para digestéo.
Para determinar os teores ambientalmente disponiveis de Cd, Pb e Zn nas plantas usou-

se, na etapa da extracdo, o método 3051A (USEPA, 1998), que consiste em adicionar 8 mL de
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HNOs em 0,5 g de amostras de plantas, em tubos de teflon. As amostras foram digeridas no
forno de micro-ondas (Mars Xpress), por 20 minutos até atingir a temperatura de 175° C,
mantendo essa temperatura por 10 minutos. As amostras digeridas foram vertidas para bal6es
volumétricos de 25 ml, sendo o volume completado com &gua ultrapura e os extratos filtrados
em papel de filtragem lenta (Macherey Nagel®).

Os teores de Cd, Pb e Zn foram determinados por espectrometria de emissdo Optica
(ICP-OES/Optima 7000, Perkin Elmer).

3.5 Eficiéncia da fitoextracao

O fator de bioconcentracdo, que indica a eficiéncia de uma espécie em acumular o metal

em seus tecidos em relacdo ao meio (solo), foi calculado pela férmula:

i 5 1 pl
Fator bioconcentragdo (FB) = [metal planta]
[metal solo]

Em que [metal planta] é a concentracdo do metal na planta colhida e [metal solo] € a

concentracdo do mesmo metal no solo.

3.6 Isolamento e caracterizacdo de bactérias de nédulos

Os nddulos obtidos das raizes das plantas dos tratamentos sem inoculagdo foram
submetidas ao isolamento de bactérias endofiticas, para avaliacdo das populagdes de rizébio
nativos. Os nddulos reidratados com agua destilada autoclavada por 40 minutos, desinfestados
superficialmente com &lcool a 70% por 1 minuto, solugdo de hipoclorito de sodio (2%) por 3
minutos e lavados 10 vezes em agua destilada e esterilizada. Com uma pinga, 0os ndédulos
desinfestados foram pressionados em uma placa de Petri contendo meio YMA (VICENT, 1970)
e Congo red (SOMASEGARAN; HOBEN, 1994). As placas foram incubadas em 28 °C até o
aparecimento das colénias. Para purificar os isolados, as culturas foram inoculadas sucessivas
vezes em meio YMA contendo azul de bromotimol como indicador de pH para obter culturas
puras. Os isolados foram caracterizados em meio YMA observando-se os caracteres: 1) tempo
necessario para o aparecimento de uma col6nia; 2) pH do meio apds o crescimento celular
(determinado pela coloragdo do meio de cultura contendo azul de bromotimol, os isolados

acidificantes tornam o meio amarelo e os alcalinizantes tornam o meio verde azulado e os
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neutros ndo modificam a colora¢do do meio de cultura.); 3) Tamanho da col6nia (puntiforme
ou n&o puntiforme); 4) Forma (circular ou irregular), 5) Borda da colonia (lisa ou irregular), 6)
Aparéncia da colonia (homogénea ou hetorogénea) 7) transparéncia da colonia; 8) cor da
colénia (branca, amarela, creme, algumas podem apresentar coloracao résea) e 9) elevacédo da
coldnia. Também foram determinadas caracteristicas do muco produzido pelas células: 10)
quantidade (pouca ou média e muita), 11) faixa de al¢a (observada pela faixa formada pela al¢ca
de platina no muco, 12) elasticidade (observada a partir da formacéo ou nao de fio, no momento
da remoc¢do do muco do meio de cultura com o auxilio da alca de platina e Aspecto da colénia
(brilhante, umida ou seca.).

Apos a caracterizagdo morfofisioldgica, as col6nias das bactérias foram estocadas em
tubos tipo Eppendorf (com capacidade para 1,5 mL) contendo 1,0 mL de meio YM com
glicerina (50%), para estudos subsequentes. Apos a caracterizacdo morfofisioldgicas os dados
foram codificados, visto que o programa s aceita informac@es binarias, (Tabela 2) visando a
utilizacdo do programa NtsysPC para o agrupamento e construcdo do dendrograma de
similaridade dos isolados de acordo com (ROHLF, 1994).

Tabela 2: Caracteristicas utilizadas na avaliagdo fenotipica dos isolados

Caracteristica Padronizacdo Codigo Correspondente
Tempo (em dias) 1 Mais de 1 0 1
Forma Circular N&o circular 0 1
Borda Regular Irregular 0 1
Aparéncia da Colénia Homogénea Heterogénea 0 1
Tamanho Puntiforme, 1 e 2 mm Né&o puntiforme 0 1
pH Acido Neutro ou alcalino 0 1
Elevacédo Sem elevacéo Com elevacéo 0 1
Transparéncia Opaco Transparente 0 1
Cor Branca Amarela 0 1
Muco Sim Néo 0 1
Quantidade de muco Pouca Média e muita 0 1
Faixa de alga Quando retorna Quando permanece limpa 0 1
Elasticidade Sem elasticidade Com elasticidade 0 1

Aspecto Brilhante Sem brilho 0 1
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3.7 Analise dos dados

O experimento foi realizado em delineamento experiemntal em blocos casualizados,
com trés repeticdes e arranjo fatorial. Para comparar a produtividade de biomassa aérea e de
raiz, e a nodulagdo, os dados foram submetidos a analise de varidncia, considerando
experimentos independentes para cada espécie. As médias foram comparadas utilizando o teste
de Tukey (p < 0,05) e os dados de nimero de nédulos transformados em (x + 1)¥2. As analises
foram realizadas utilizando o software Sisvar (Versdo 5.2 ).

Os dendrogramas e os indices de diversidade de Shannon (H), Margalef (f) e
equitabilidade (J) foram obtidos através do programa PAST (HAMMER; HARPER; RYAN,
2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Niveis de contaminacdo do solo e sintomas apresentados pelas plantas

Os teores de Cd, Pb e Zn nos solos estudados, principalmente no solo com maior nivel
de contaminacdo (N3), foram muito acima dos valores de prevencdo (VP) estabelecidos pelo
Conama (2009). O Cd e o Pb apresentaram valores cerca de 70 e 76 vezes, respectivamente,
acimado VVP. Nos solos N2 e N3 os valores encontrados estédo acima dos valores de investigacdo
(V1) para Pb e para o Cd no N3, segundo o Conama (2009), ficando evidenciada a necessidade
de correcdo desses solos.

O pH dos solos (Tabela 1) contaminados com diferentes concentracfes de metais
pesados foi similar para os solos com baixos e médios niveis de contaminacdo (N1 e N2,
respectivamente) e quase neutro (7,55 e 7,46, respectivamente), e &cido no solo mais
contaminado (N3). O pH dos solos é um dos fatores quimicos que mais influenciam na
disponibilidade de metais. Em pH mais &cido alguns elementos se tornam mais moveis e mais
disponiveis para as plantas, enquanto em pH mais neutro ou alcalino, os metais pesados podem
tornar-se mais indisponiveis (MELO et al., 2008). O teor de fosforo disponivel foi maior no N1
(48,04 mg kgt) e decresceu em N2 e N3 (16,86 e 21,63 mg kg, respectivamente). O que
distinguiu os solos pouco e altamente contaminado foram, principalmente, as concentracdes de
Cd (1,45; 8 e 89,3 mg kg™, Pb (195, 43; 1000,58 e 5529,08 mg kg?). e Zn (218,53; 490,68 e
1043,63 mg kg™). O teor de Cd no solo foi 446,05 vezes maior que a concentragio média natural
para solos da Bahia de Todos os Santos, de acordo com Santos, Nascimento e Accioly (2017).
Além da presenca dos metais pesados ja mencionados, foi verificado teores elevados de Cu, Cr,
Fe, Mn, Ni.

No inicio do experimento, ap6s a semeadura, foi verificado que algumas plantas,
apresentaram dificuldades para germinar, bem como apresentaram sintomas de fitotoxidez
como necrose e clorose foliar (Figuras 4 e 5). Embora alguns metais pesados sejam essenciais
para o crescimento de plantas. O excesso desses elementos pode desencadear estresses em
respostas fisioldgicas incluindo a inibicdo da germinacdo e do crescimento das plantas, a
producdo de especies reativas de oxigénio (ERO) e a absorcdo de nutrientes (BERNI et al.,
2018). Estes resultados estdo em concordancia com relato de Majeed, Muhammad e Siyar
(2017), que avaliaram as respostas do estresse induzido por metais em plantas de ervilhas.

Segundo esses autores, o0 excesso de Cd induz anormalidades na germinacdo de sementes,
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absorcdo de nutrientes, fotossintese e regulacdo do crescimento nas plantas, enquanto o Pb
influencia processos fisiologicos e bioquimicos das plantas, interagindo com enzimas, alterando
a captacdo de agua, a fotossintese e as fungdes da membrana celular. Assim pode-se argumentar
que a ndo germinacao de sementes e 0s sintomas de toxidez das plantas crescidas sob estresse
de vérios metais no presente estudo, podem ter sido causados pela atuagdo em conjunto desses
metais apOs a acumulacdo em partes vivas da planta, provocando alteracdes fisioldgicas e

bioquimicas nos vegetais.

Figura 4: Presenca de pragas nas plantas de feijdo de porco e mucuna preta cultivadas em solos contaminados
com As, Cd. Pb e Zn

Figura 5: Sintomas caracteristicos de fitotoxidez nas plantas de feijdo de porco e mucuna preta cultivadas em
solos contaminados com As, Cd. Pb e Zn


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/biochemical-process
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/biochemical-process
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/water-uptake
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cell-membranes
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cell-membranes
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Apesar dos sintomas de toxicidade apresentados, as plantas de mucuna-preta e feijao-
de-porco cresceram em todos 0s vasos, mostrando-se tolerantes as altas concentra¢fes de metais
pesados. Esses resultados estdo em concordancia com o que foi relatado pela Romeiro et al.
(2007), que testaram a eficiéncia da Canavalia ensiformes L. (feijdo de porco), em diferentes
concentragcfes de Pb em solucéo nutritiva, em sistema hidroponico. A Mucuna sp. também ja
foi testada quanto a sua capacidade de fitoremediagdo, mostrando-se tolerante, segundo relatos
do Boechat et al. (2017), Nwaichi, Wegwu e Onyeike (2009) e Procépio (2005).

4.2 Nodulacgéo e Producédo de biomassa das leguminosas

A inoculacdo com as estirpes recomendadas ndo teve efeito sobre a nodulacdo das
leguminosas assim como a nodulacdo foi baixa nas plantas ndo inoculadas. Todas as plantas
cultivadas nos niveis 1 e 2 nodularam, mesmo nos tratamentos ndo inoculados. No nivel 3, a
nodulacdo além de baixa, foi erratica, ocorrendo auséncia de nédulos em algumas plantas ndo
inoculadas e mesmo em algumas plantas inoculadas. Por outro lado, a nodulacdo natural (em
plantas ndo inoculadas) nos solos contaminados, apesar de reduzida, indica a presenca de
rizobios capazes de formar simbiose com as leguminosas. Essas populacGes de rizobios nativos
sdo tolerantes e apresentam resisténcia as altas concentracfes de metais, tais como Cd, Pb e Zn
(FATNASSI et al., 2015).

De forma geral, as plantas de feijdo de porco obtiveram maior nimero de nodulos
guando compradas as plantas de mucuna. Essa diferenca ndo foi submetida a teste de médias
porgue pode ser uma caracteristica intrinseca de cada espeécie relacionada a especificidade em
estabelecer simbiose. Para a mucuna, 0 excesso de metais no solo induziu uma reducgéo
significativa no nimero de nédulos entre as plantas cultivadas nos solos do N2 e N3, porém os
nodulos coletados estavam aparentemente ativos, mostrando que o excesso de metais ndo tem
efeito sobre a atividade dos nddulos. (Figura 6). Esses resultados estdo em concordancia com o
relato de Kong et al. (2015) que utilizou a Medicago lupulina inoculada com rizobios ao estresse
do metal pesado Cu, observando uma redugdo na nodulagéo das plantas, mas néo observaram
efeito sobre a taxa de nodulos ativos. O excesso de metais no solo afeta a nodulagéo de plantas
leguminosas, no entanto a presen¢a de nodulos ativos indica que a ocorréncia a fixacdo de

nitrogénio.
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Figura 6: Numero de nédulos em plantas de feijdo de porco e mucuna preta, cultivadas em vasos contendo solos
contaminados oriundos da area da antiga propriedade da COBRAC (Santo Amaro - BA). Barras acompanhadas
pelas mesmas letras, maitsculas para o feijao-de-porco e mindsculas para mucuna preta

A producdo de biomassa da parte area do feijao-de-porco néo foi afetada pelos niveis
crescentes de contaminagdo, ou seja, ndo houve diferenca significativamente entre os
tratamentos (P < 0,05) (Tabela 3). No entanto, as plantas crescidas nos solos com maior nivel
de contaminacdo, na mucuna preta apresentaram crescimento significativamente inferiores (P
< 0,05) quando comparadas as plantas crescidas nos solos com N1 e N2 de contaminagéo
(Figura 7). No menor nivel de contaminacéo, dentro dos tratamentos com inoculagéo as estirpes
BR 3251 e BR 10026 apresentaram melhor efeito nas plantas de feijdo de porco. O solo sem
inoculacédo, porém com bactérias noduliferas nativas, apresentou uma producao de biomassa da
parte aérea significativamente maior (P < 0,05), em relacdo a outros tratamentos com
inoculagéo.

Os niveis crescentes de contaminacdo nao afetaram a producdo de biomassa aérea do
feijdo-de-porco, entretanto, a inoculacdo das plantas cultivadas no solo com o menor nivel de
contaminagdo com a estirpe BR 2811 promoveu um incremento de mais de 400 % na produgéo
de matéria seca da planta em relagdo a inoculagdo com a BR 7606, porém sem apresentar efeito
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em relagdo a inoculagdo com as demais estirpes nem com relacéo a simbiose estabelecida com
as bactérias nativas do tratamento sem inoculacdo (Tabela 3).

O crescimento das raizes também foi afetado nos solos mais contaminados, e nos
tratamentos com inoculacdo bacteriana ndo houve diferencas significativas no crescimento das
raizes. MacFarlane e Burchett (2002), observaram que o excesso de Zn reduziu a altura das
mudas e a biomassa aérea e radicular das plantas. Assim como, o excesso de Pb provoca nas
plantas inibicdo do crescimento das raizes, supostamente devido a inibicdo da divisao celular
na ponta da raiz. De forma geral, o excesso de metais provoca diminui¢cdo na producdo de
biomassa aérea, raizes e outros pardmetros fisiologicos da planta (WANI; KHAN; ZAIDI,
2008).

Tabela 3: Biomassa seca da parte aérea, em gramas (g), de plantas cultivadas em solos com diferentes niveis de
contaminagdo. Abreviaturas: N1- Solo Santo Amaro - baixa contaminacdo; N2 Solo Santo Amaro - média
contaminagdo; N3 - Solo Santo Amaro - alta contaminagéo

MSPA Feijdo de porco

N1 N2 N3 Média global
G
Sem inoculagdo 3,69 ab 5,50 a 3,48 a 4,22
BR 2811 527 a 4,33a 324a 4,28
BR 3251 2,81ab 3,10a 4,46 a 3,46
BR 7606 1,15b 2,87a 1,99a 2,01
BR 10026 3,58 ab 4,85a 3,76 a 4,01
BR 10247 3,16 ab 2,75a 2,89a 2,93
Média Global 3,28 3,89 3,30
Mucuna preta
MSPA NI N2 N3 Média global
Sem inoculacédo 5,05 5,05 3,55 453 a
BR 2811 3,38 3,89 3,92 3,73a
BR 3251 3,93 3,80 3,73 3,82a
BR 7606 4,25 4,64 2,01 3,63a
BR 10026 4,78 6,05 2,93 459 a
BR 10247 4,30 4,41 4,36 4,36 a
Média global 4,28 AB 464 A 3.42B

Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas linhas e mindsculas nas colunas ndo sdo significativamente
diferentes ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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Figura 7: Individuos de feijdo de porco e mucuna preta 65 DAP. Produgdo de biomassa em solos com diferentes
concentragdes de Cd, Pb e Zn

A producdo de biomassa das raizes das leguminosas variou entre 0,63 e 1,18 g por planta
(Tabela 4), ndo sendo afetado pela inoculacdo de bactérias nem pelos niveis de contaminacéao
dos solos em que as espécies foram cultivadas. Esses resultados ndo estdo de acordo com o que
foi observado por Fan et al. (2018), em experimento semelhante. Esses mesmos autores,
utilizando solos com distintos niveis de metais pesados (levemente e altamente contaminados)
observaram que as plantas inoculadas com diferentes espécies de Rhizobium apresentaram
aumento da producédo de biomassa da parte aérea e das raizes. Segundo esses autores a rizosfera
da planta apds inoculacdo rizobiana sofreu variagcBes nas comunidades e funcbes bacterianas.
As comunidades microbianas séo influenciadas pelos exsudados radiculares expelidos pelas
raizes das plantas. A liberacdo desses metabolitos pelas plantas determina a microbiota
rizosférica, podendo tanto favorecer como inibir o desenvolvimento de comunidades vegetais
e microbianas. Ou seja, 0s exsudados radiculares influenciam o desenvolvimento de organismos
benéficos para as plantas, como organismos fixadores de nitrogénio assim como podem inibir
0 desenvolvimento de outros micro-organismos (AHKHAMI et al., 2017). O mesmo pode ter
ocorrido, no presente trabalho, afetando crescimento dos rizobios inoculados. Além disso,
nossos resultados apontam que as bactérias nativas foram eficientes, certamente por estarem
adaptadas as condic¢des dos solos estudados.

A mucuna apresentou comportamento diferente, apresentando uma producdo de
biomassa seca das raizes prejudicada no nivel mais alto de contaminagdo em relacéo ao nivel
intermediario, sem nenhum efeito da inoculacdo. Para esta espécie, ndo houve efeito da

inoculacdo na producdo de raizes.
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Tabela 4: Biomassa seca das raizes, em g, de plantas cultivadas em solos com diferentes niveis de contaminagao.
Abreviaturas: N1- Solo Santo Amaro - baixa contaminagdo; N2 Solo Santo Amaro - média contaminacao; N3 -
Solo Santo Amaro - alta contaminacéo

MSR N1 N2 N3
Feijao de porco 0,63 0,94 0,63
Mucuna preta 1.16 1.28 1.11B

4.2 Concentracao e acimulo de Nitrogénio nas leguminosas

Seguindo o comportamento em relacdo ao nimero de nddulos (Figura 8) e biomassa da
parte aérea, 0 estresse causado pelos metais no solo, principalmente no N3, diminuiu
significativamente (P < 0,05) oteor de N na mucuna preta. Os teores de N total (Nt) (Tabela 5)
e o N acumulado diferiram significativamente (P < 0,05) entre plantas inoculadas e ndo
inoculadas (Figura 8). Curiosamente, 0 estresse por metais pesados ndo reduziu
significativamente a concentracdo de N nas plantas de feijao de porco ndo inoculadas, mas
reduziu nas plantas inoculadas. Esses resultados sdo consistentes com os relatos anteriores sobre
estresse causados por metais pesados na simbiose leguminosa-rizébio (CHEN et al., 2018)
Esses autores observaram que o excesso de metal influencia diretamente na a simbiose
leguminosa-rizébio reduzindo a nodulacdo (nimero e peso do nédulo) em plantulas inoculadas
Na mucuna, por sua vez, foi observado que as plantas cultivadas nos solos com o nivel mais
baixo de contaminacdo N1 foi a que apresentou a maior taxa de N fixado, quando comparado
com plantas cultivadas no N2 e N3 (Figura 9). Esses resultados estdo dentro do esperado, e
corroboram com trabalhos anteriores, mostrando que elevadas concentragdes de metais
reduzem a nodulacdo e consequentemente o N fixado pelos rizobios. (KONG et al., 20015;
PAJUELDO, 2011). A fixacdo do N2 atmosférico, em plantas de feijao de porco e mucuna preta
demonstra que os isolados foram eficientes, embora reduzida quando submetidos a

concentracdes mais elevadas de Cd, Pb e Zn.
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Figura 8: Comparacao do conteido de N nas plantas de feijdo de porco inoculadas e a planta ndo inoculada com
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Tabela 5: Teor de N em plantas de feijéo de porco e mucuna preta, em g kg 1, cultivadas em vasos contendo solos
contaminados oriundos da area da antiga propriedade da COBRAC (Santo Amaro - BA)

Feijao de porco

Teorde N N1 N2 N3 Média global
Sem inoculagédo 1,54 a 1,30 a 1,47 a 1,43 a
BR 2811 1,34 a 1,16 a 1,02 a 1,71ab
BR 3501 1,06 ab 145a 148 a 133a
BR 7606 0,28b 111a 0,75a 0,71b
BR 10026 1,32a 1,57 a 0,85a 1,25ab
BR 10247 1,07 ab 1,39a 1,64 a 1,37a
Média Global 1,10 1,33 1,20
Mucuna
Teorde N NT N2 N3 Média global
Sem inoculagéo 1,92 1,63 0,81 1,46 a
BR 2811 1,50 1,80 1,38 1,56 a
BR 3501 1,35 1,43 1,55 1,44 a
BR 7606 1,60 1,71 0,84 139a
BR 10026 1,54 1,62 1,05 140a
BR 10247 2,10 1,55 1,09 1,58 a
Média global 1,67 A 163 A 1,12B

Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas linhas e mintsculas nas colunas ndo sdo significativamente
diferentes ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

4.3 Eficiéncia da fitoextracao

O contetido de Cd, Pb e Zn nos tecidos vegetais e o Fator de bioconcentracao (FB) sao
apresentadas na Tabela 6. Em geral, a mucuna preta acumulou mais metal pesado na parte aérea,
provavelmente porque a producao de biomassa da parte aérea na mucuna foi superior a do feijdo
do porco (Tabela 3). O teor de Cd variou de 1,10 a 90, 5 mg kg%, no feijdo de porco e na mucuna
preta essa variacao foi de 0,20 a 37,25. O contedo de Pb nas plantas variou 191,2% entre 0s
solos N1 e N3. O contetido de Zn nas plantas variou de 24 a 192 mg kg™ no feijdo, N1 e N3
respectivamente, e 49 a 218 na mucuna preta, apresentando uma variagdo menos acentuada
entre trés niveis de contaminacgéo. Os teores de Cd, Pb eZn encontrados na biomassa aérea das
plantas de feijdo de porco e mucuna preta foram mais expressivos nos solos com maiores niveis
de contaminagéo. Esses resultados podem ser explicados pelo baixo valor do pH do solo N3
(Tabela 1), quando comparado aos outros dois solos (N1 E N2). A disponibilidade de metais
pesados é influenciada pelo pH dos solos, sendo aumentada em pHs mais baixos.

As inoculagdes tiveram efeito na absorcéo de metais pelas plantas. As estirpes BR 2811
e a estirpe BR 10247 e a BR 10026 promoveram aumentos nos teores de Cd, Pb e Zn na
biomassa aérea do feijao de porco e mucuna preta. Assim como, a absor¢ado desses desses metais

foi reduzida nos tratamentos sem inoculagéo.
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As plantas estudadas apresentaram valores baixos de fator de bioconcentragéo (FB) para
Pb, sendo 0,03 e 0,21 na mucuna preta e de 0,04 a 0,07 no feijdo de porco. Os FBs de Zn das
plantas variaram entre 0,39 e 1,28. Os valores de FB para Cd foram entre 1,62 a 15,1 na
mucuana. Segundo Zhuang et al., (2007), o fator de bioconcentracdo é a caracteristica vegetal
mais importante na fitorremediacdo, ela refere-se a absorcdo de metais pelas plantas, sua
mobilizacdo nos tecidos vegetais e armazenamento na biomassa da planta aérea. Sendo assim
baixos valores de FBs indicam que a planta teve dificuldade em mobilizar o metal para parte
aérea. As plantas de feijdo de porco e mucuna preta ndo foram eficientes em translocar o Cd
para sua biomassa aérea, portanto ndo podem ser consideradas como plantas acumuladoras
desse metal. As plantas de feijdo de porco apresentaram uma eficiéncia maior em acumular o
Cd quando inoculadas. Tanto o feijdo de porco quanto a mucuna ndo foram eficientes em

acumular Pb e Zn.



Tabela 6: Contetido de Cd, Pb e Zn, em mg kg, nas plantas e no Fator de bioacumulagéo (FB)

(Continua)

Cd

Teor de Cd na planta

Fator de bioconcentracéo

Feijao de porco

N1 N2 N3 N1 N2 N3

Sem inoculacédo 1,23 aB 7,35 aB 69,40 aA 0,84 0,92 0,78
BR 2811 1,40 aB 5,98 aB 93,80 aA 0,97 0,75 1,05
BR 3251 1,10 aB 6,18 aB 73,23 aA 0,76 0,77 0,82
BR 7606 1,10 aB 6,98 aB 59,55 abA 0,76 0,87 0,67
BR 10026 1,75 aA 7,13 aA 0,50 bA 1,21 0,89 1,01
BR 10247 1,58 aB 5,53 aB 90,53 aA 1,09 0,69 0,01

Mucuna preta
Sem inoculagédo 0,28 aB 1,30 aB 37,25 aA 0,19 0,16 0,42
BR 2811 0,58 aB 2,10 aAB 25,97 aA 0,40 0,26 0,29
BR 3501 0,20 aB 1,07 aAB 26,37 aA 0,14 0,13 0,30
BR 7606 0,33 aB 1,20 aAB 15,50 aA 0,22 0,15 0,17
BR 10026 0,30 aB 1,40 aB 36,33 aA 0,21 0,18 0,41
BR 10247 0,27 aB 0,78 aB 24,28 aA 0,18 0,10 0,27
Pb

Teor de Pb na planta

Fator de bioconcentracéo

Feijao de porco

N1 N2 N3 N1 N2 N3

Sem inoculagdo 0,48 aA 7,95 aA 36,90 aA 0,00 0,01 0,01
BR 2811 1,53 aB 11,15 aAB 50,60 aA 0,01 0,01 0,01
BR 3251 2,20 aB 3,25 aB 51,65 aA 0,01 0,00 0,01
BR 7606 0,55 aB 3,78 aB 95,60 aA 0,00 0,00 0,02
BR 10026 5,83 aA 3,15aA 38,55 aA 0,03 0,00 0,01
BR 10247 10,53 aAB 2,60 aB 56,13 aA 0,05 0,00 0,01

Mucuna preta

Sem inoculagéo 10,80 aB 11,73 aB 186,93 aA 0,06 0,01 0,03
BR 2811 0,08 aB 2,13 aB 89,90 aA 0,00 0,00 0,02
BR 3501 0,15 aB 4,25 aB 111,67 aA 0,00 0,00 0,02
BR 7606 1,10 aB 18,85 aB 42,75 aA 0,01 0,02 0,01
BR 10026 9,60 aB 4,13 aB 148,05 aA 0,05 0,00 0,03
BR 10247 1,95 aB 1,25 aB 92,48 aA 0,01 0,00 0,02
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Tabela 6: Contelido de Cd, Pb e Zn, em mg kg, nas plantas e no Fator de bioacumulagéo (FB)
(Conclusdo)

Zn

Teor de Zn na planta Fator de bioconcentracéo

Feijao de porco

N1 N2 N3 N1 N2 N3

Sem inoculacédo 28 aB 26 aB 141 aA 0,13 0,05 0,14
BR 2811 24 aB 34 aAB 139 aA 0,11 0,07 0,13
BR 3251 3laB 3laB 150 aA 0,14 0,06 0,14
BR 7606 33aB 36 aB 157 aA 0,15 0,07 0,15
BR 10026 30aB 3laB 192 aA 0,14 0,06 0,06
BR 10247 38aA 27 aA 64 aA 0,17 0,06 0,18

Mucuna preta

Sem inoculagédo 58 aB 68 aB 205 aA 0,26 0,14 0,20
BR 2811 74 aAB 62 aB 184 aA 0,34 0,13 0,18
BR 3501 49 aB 59 aB 172 aA 0,22 0,12 0,16
BR 7606 61 aA 97 aA 80 aA 0,28 0,20 0,08
BR 10026 55 aB 62 aB 218 aA 0,25 0,13 0,21
BR 10247 58 aB 57 aB 173 aA 0,26 0,12 0,17

Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas linhas e mintsculas nas colunas ndo sdo significativamente
diferentes ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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Figura 10: Actimulo de Cd, Pb e Zn na parte aérea das plantas de mucuna preta e feijdo de porco, em g kg,
cultivadas em solos com diferentes niveis de contaminacdo

4.4 Caracterizagdo morfofisiologica de rizobios nativos de solos contaminados

Um total de 37 isolados bacterianos foi obtido a partir de nddulos das leguminosas
cultivadas sem inoculagdo em solos com diferentes niveis de contaminacdo, todos de
crescimento rapido (> 24 horas), com col6nias circulares de produtoras e exopolissacarideos
(Tabela 6). A grande maioria dos isolados de rizébios apresentaram reacdo de pH acido ou

neutro em meio YMA (Figuras 8 e 9), com colonias puntiformes amarelas em sua maioria,
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brancas, cremes e bege. No solo com maior nivel de contamina¢do (N3) predominaram
bactérias que ndo modificaram o pH do meio da cultura. Os outros pardmetros observados
foram bem uniformes nos diferentes niveis de contaminacao (Tabela 9). Os nédulos presentes
nas plantas estavam aparentemente funcionais, observando caracteristicas visuais. A tolerancia
do Rhizobium em simbiose com leguminosas a altas concentra¢fes de metais pesados ja foi
relatada pelo Carrasco et al. (2005), eles observaram uma alta diversidade genética de rizobios
encontrada em solos altamente contaminados com metais pesados. Outros trabalhos, no entanto,
afirmam que a presenca de metais pesados inibi a diversidade genetica de populacdes de
rizébios (HIRSCH et al., 1993). Podemos inferir que os rizébios assim como outros grupos
microbianos, podem desenvolver estratégias de resisténcia para adaptarem-se a ambientes

hostis, inclusive com altos teores de metais como Cd, Pb e Zn.

18
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cor da colbnia

N° de Isolados

o N B~ OO

Creme M Amarela HBege Branco

Figura 11: Cor das col6nias bacterianas em meio YMA isoladas de feijdo de porco e mucuna cultivadas em solos
sob diferentes niveis de contaminagao
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Figura 12: Modificacdo do pH do meio YMA das bactérias isoladas de nédulos de feijdo de porco e mucuna preta
cultivadas em solos sob diferentes niveis de contaminagao.
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Tabela 7: Caracterizagdo morfofisioldgica das bactérias isoladas de solos contaminados com As, Cd, Pb e Zn

(Continua)
Cddigo Tempo Forma  Borda Colbnia Tamanho pH Elevagdo Transparéncia
N1 FPS/I 1 24 Circular  Irregular Homogénia Puntiforme  Neutro Sem Sim
N1FPS/11A 24 Circular  Irregular Homogénia Puntiforme  Neutro Sem Sim
N1 FPS/I 2 24 Circular  Regular Homogénia Néo Neutro Com Né&o
N1FPS/I 2A 24 Circular ~ Regular Homogénia Puntiforme  Neutro Com Né&o
N2 FP/I 1 24 Circular  Irregular Homogénia Néao Acido Com Sim
N2 FP/I 2 24 Circular  Regular Heterogénia Puntiforme  Acido Com Né&o
N2 FP/I 2A 24 Circular  Regular Homogénia Né&o Acido Com Sim
N2 FP/1 2B 24 Circular ~ Regular Heterogénia Puntiforme  Neutro Com Né&o
N2 FP/1 3 24 Circular  Irregular Homogénia Puntiforme  Acido Sem Sim
N2 FP/I 4 24 Circular ~ Regular Heterogénia Puntiforme  Neutro Sem Né&o
N2 FP/I 5 24 Circular ~ Regular Heterogénia Puntiforme  Neutro Com Sim
N2 FP/I 5A 24 Circular  Irregular Homogénia Puntiforme  Acido Sem Né&o
N2 FP/I 5B 24 Circular  Regular Homogénia Né&o Neutro Com Sim
N2 FP/1 6 24 Circular  Irregular Heterogénia Néo Acido Com Néo
N2 FP/l1 6A 24 Circular  Regular Heterogénia Néo Acido Com Néo
N2 FP/l 6B 24 Circular  Irregular Homogénia Néo Neutro Sem Sim
N2 FP/l1 6C 24 Circular ~ Regular Homogénia Puntiforme  Neutro Com Sim
N2 FP/1 7 24 Circular  Irregular Homogénia Néo Acido Sem Néo
N2 FP/1 8 24 Circular ~ Regular Homogénia Puntiforme  Neutro Sem Sim
N2 FP/19 24 Circular  Irregular Homogénia Né&o Acido Sem Sim
N2 FP/I 9A 24 Circular  Regular Heterogénia Né&o Acido Com Né&o
N2FPSI 10 24 Circular  Irregular Heterogénia Puntiforme  Acido Com Né&o
N3FPSI 1 24 Circular  Irregular Heterogénia Puntiforme  Neutro Sem Né&o
N3FPSI 2 24 Circular  Irregular Heterogénia Puntiforme  Neutro Sem Sim
N1MUSI 1 24 Circular ~ Regular Homogénia Puntiforme  Neutro Com Sim
N1MUSI 2 24 Circular ~ Regular Heterogénia Nao Acido Com Sim
N1MUSI 3 24 Circular ~ Regular Homogénia Néo Neutro Com Sim
N1MUSI 4 24 Circular ~ Regular Heterogénia Néo Acido Com Sim
N1MUSI 5 24 Circular  Irregular Homogénia Puntiforme  Neutro Sem Sim
N1MUSI 5A 24 Circular  Regular Heterogénia Né&o Acido Com Sim
N2MUSI 1 24 Circular  Regular Homogénia Né&o Alcalino Com Sim
N2MUSI 2 24 Circular ~ Regular Homogénia Né&o Acido Com Sim
N2MUSI 3 24 Circular  Irregular Heterogénia Né&o Acido Sem Sim
N2MUSI 4 24 Circular  Regular Homogénia Puntiforme  Acido Com Sim
N2MUSI 5 24 Circular  Regular Heterogénia Né&o Acido Com Né&o
N3MUSI 1 24 Circular ~ Regular Homogénia Né&o Neutro Com Né&o

N3MUSI 2 24 Circular  Regular Homogénia N&o Neutro Com Sim
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Tabela 7: Caracterizagdo morfofisioldgica das bactérias isoladas de solos contaminados com As, Cd, Pb e Zn
(Conclusdo)

Cor Muco Quantidade de Muco Limpa Elasticidade Aspecto
Creme Sim Pouco Sim Nao Seca
Amarela Sim Pouco Sim Sim Seca
Branco Sim Pouco Sim Sim Umida
Amarela Sim Pouco Sim N&o Umida
Creme Sim Médio Nao N&o Umida
Amarela Sim Muito Sim Sim Umida
Creme Sim Muito Sim Sim Umida
Amarela Sim Pouco Sim Sim Brilhante
Creme Sim Pouco Néo Sim Umida
Amarela Sim Médio Nao N&o Umida
Bege Sim Muito Néo Néo Umida
Amarela Sim Pouco Sim Nao Seca
Branco Sim Muito Néo Nao Umida
Creme Sim Médio Nao Sim Umida
Amarela Sim Muito Sim Sim Umida
Amarela Sim Pouco Sim Nao Seca
Creme Sim Médio Sim Nao Brilhante
Amarela Sim Pouco Nao Néo Umida
Creme Sim Pouco Sim Néo Seca
Creme Sim Médio Sim Nao Umida
Amarela Sim Muito Sim Nao Umida
Creme Sim Pouco Nao Nao Brilhante
Creme Sim Pouco Nao Sim Seca
Bege Sim Pouco Sim Né&o Brilhante
Branco Sim Pouco Nao Nao Umida
Amarela Sim Muito Nao Sim Umida
Branco Sim Muito Sim Nao Umida
Amarela Sim Muito Nao Nao Umida
Amarela Sim Pouco Sim Nao Seca
Amarela Sim Médio Nao N&o Umida
Branco Sim Muito Nao Sim Brilhante
Bege Sim Médio Sim Né&o Umida
Amarela Sim Médio Sim Sim Umida
Branco Sim Muito Sim Nao Umida
Amarela Sim Muito Nao Nao Umida
Branco Sim Médio Sim N&o Umida
Creme Sim Muito Nao Nao Umida

Um corte acima de 70% de similaridade formou 16 agrupamentos em funcdo das
caracteristicas fenotipicas das colonias. Dos 37 isolados, sete (N2MUSI-4 (G2), N2MUSI-19
(G3), N2MUSI-3 (G7), N1IFPSA-2 (G5), N2FPSI-10 (G12), N3FPSI-1 (G15), N3FPSI-2 (G16)
formaram ramas monofilétcas, demonstrando serem os mais diferentes da colecdo. Tais
isolados sdo provenientes tanto das duas espécies de leguminosas, quanto dos trés niveis de
contaminacdo. O agrupamento 1 formou trés sub-agrupamentos (1A — isolados N2-FPA-5B,
N1MUSI-3, 1B — N2MUSI-1 e 1C — N3MUSI-1). Neste grupo, o subgrupo 1A foi o que
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apresentou maior similaridade de caracteristicas culturais (88%). Os grupos 4, 9, 10, 11 e 13
apresentaram dois isolados com a mesma similaridade abaixo de 80%. Finalmente, os grupos
6, 8 e 14 tiveram sub-agrupamentos distintos, sendo que apenas 0 6B (N2FPA-9A e N2MUSI-
2), 0 8C (N1IMUSI-4 e NIMUSI-5A) e 0 14A (N1MUSI-5 e N1IFPSA-1A) apresentaram 100%
de similaridade, ou seja, sdo idénticos. Normalmente, as caracteristicas fenotipicas de col6nias
n&o sao capazes de distinguir isolados de forma tdo clara como aconteceu com os isolados deste
estudo. pensar E possivel que estes rizobios sejam de espécies ainda ndo estudadas. Estudos
taxonémicos por meio de sequenciamento e fingerprint podera ajudar a corroborar esta

possibilidade.
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Figura 13: Dendograma de similaridade baseado em caracteristicas culturais entre 37 isolados de rizébios, obtidos de nédulos de plantas de feijdo de porco e mucuna preta
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Os indices de diversidade, Margalef e equitabilidade foram calculados para cada
espécie nos diferentes niveis de contaminacdo ao qual as plantas estavam expostas.
(Tabela 7). O indice de Shannon (H”), que estima a diversidade de espécies em uma
comunidade foi maior nos solos com médio nivel de contaminacéo em feijdo de porco e
no solo com menor nivel de contaminacdo em mucuna. Da mesma forma, o padréo de
distribuicdo dos individuos entre as espécies, ou seja, 0s valores de equitabilidade para
N2 e N1 no feijdo de porco e mucuna, respectivamente, também foram superiores
sugerindo que nestas areas ha uma maior uniformidade na distribuicdo dos grupos
bacterianos, ou seja, sem a dominancia forte de qualquer grupo. O indice de Margale (f),
que avalia a riqueza das espécies, foi maior nos solos com média contaminacao, indicando

que nesses solos ocorre uma diversidade.

Tabela 8: indice de diversidade de Shannon (H), Dominance e Margalef em comunidades nativas de solos
com diferentes niveis de concentragdo de Cd, Pb e Zn.

Feijédo de porco Mucuna
indices N1 N2 N3 N1 N2 N3
Individuos 4 8 2 6 5 2
Dominance 0,25 0,68 0,5 0,22 0,2 0,5
Shannon (H) 1,39 2,74 0,69 1,56 1,61 0,69
Margale (f) 2,16 5,19 1,44 2,23 2,48 1,44

Equitabilidade (J) 0,97 1 1 1 0,97 1
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5. CONCLUSOES

Do ponto de vista econdmico e ambiental, nossos resultados sugerem que plantas
de feijao de porco e mucuna preta podem ser utilizadas em solos contaminados com Cd,
Pb e Zn, visto que essas apresentam tolerancia a elevados teores desses elementos. A
fixacdo de nitrogénio, embora reduzida, foi eficiente mostrando que as estirpes de
rizobios estudadas ndo foram inibidas com as concentracfes elevadas de metais pesados
nos solos. As plantas ndo inoculadas apresentaram nodulos ativos, indicando a presenca
de bactérias nativas, que ap0s caracterizadas geneticamente podem ser indicadas para
assistir essas leguminosas na remediacdo de solos contaminados.

As estirpes BR 10026 e BR 10247 podem ser recomendadas para assistir
leguminosas remediadoras. Essa utilizacdo de rizobios em plantas fitorremediadoras nos
fornece uma estratégia ecoldgica e sustentavel para obtencdo de incrementos na
fitorremediacdo de solos contaminados. No entanto, é fundamental um entendimento
maior a respeito da relagdo simbiética leguminosas-rizobios e 0s metais.

Uma investigacdo maior deve ser realizada na rizosfera das plantas estabelecidas
em areas com concentragdes elevadas de metais pesados, afim de compreender a estrutura
das comunidades microbianas nativas desses solos.

As caracteristicas fenotipicas destes isolados mostraram uma diversidade elevada
nos 37 isolados. Elevada diversidade ndo é comum para grupos pequenos de rizobios,
necessitando de maiores estudos com ferramentas moleculares para determinar que
espécies sdo capazes de nodular em ambiente tdo indspito como solos contaminados de

metais pesados.
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