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HIPERACUMULAÇÃO DE CÁDMIO EM PLÂNTULAS DE Cajanus Cajan 
INOCULADAS COM Pseudomonas 

 
 

RESUMO – O cádmio (Cd) é um metal pesado que mesmo sob baixas 
concentrações, é tóxico. Alguns micro-organismos possuem a habilidade de 
responder positivamente às quantidades nocivas desse metal. Nesse trabalho, 
bactérias foram isoladas da torta de filtro, um subproduto da indústria agroenergética 
e testadas quanto à resistência ao Cd, solubilização de fosfato (SF) e produção de 
fitormônio de crescimento (AIA). A bactéria que mais se destacou nos testes 
anteriormente citados foi inoculada em sementes de feijão guandu (Cajanus cajan L. 
Millsp) e o benefício promovido pela interação na germinação e desenvolvimento 
das plântulas estressadas pelo Cd foi avaliado. A partir do sequenciamento parcial 
do gene 16S rRNA, foi possível comprovar com 91% de similaridade que o isolado 
selecionado pertence ao gênero Pseudomonas. Os resultados inferidos pelo 
espectrofotômetro de absorção atômica mostraram que a capacidade de retenção 
de Cd, foi maior nos materiais provenientes das sementes inoculadas e que a 
capacidade de absorção da raiz em relação à parte aérea foi 80% maior. Assim, a 
partir desse estudo foi possível observar que as plântulas inoculadas com 
Pseudomonas absorveram mais metal do meio. O estudo de plântulas 
hiperacumuladoras de Cd pode fornecer informações importantes para a melhor 
compreensão desta tolerância.  
 
Palavras-chave: Ácido indol acético, feijão guandu, fitorremediação, metal pesado, 
solubilização de fosfato 
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CADMIUM HYPERACCUMULATION IN Cajanus cajan SEEDLINGS 
INOCULATED WITH Pseudomonas 

 
 

ABSTRACT - Cadmium (Cd) is a heavy metal that even at low concentrations 
is toxic. Some microorganisms have the ability to respond positively to harmful 
amounts of this metal. In this study, bacteria were isolated from the filter cake, a 
bioproduct of the bioenergy industry and tested for resistance to Cd, phosphate 
solubilization (PS) and growth phytohormone production (IAA). The bacterium that 
stood out in the tests mentioned above was inoculated on pigeon pea (Cajanus cajan 
L. Millsp) seeds and the beneficial interaction for germination and seedling 
development stressed by Cd was evaluated. From the partial 16S rRNA gene, it was 
possible to observe that with 91% similarity the bacterial isolate selected belongs to 
the genus Pseudomonas. The results inferred by atomic absorption 
spectrophotometer showed that the retention capacity of Cd was higher in materials 
from inoculated seeds and that the root to shoot ratio absorption capacity was 80% 
higher. Thus, from this study it was observed that the seedlings inoculated with 
Pseudomonas retained a higher amount of metal. The study of Cd 
hyperaccumulators seedlings can provide important information for better 
understanding of this tolerance.  
 
Keywords: indole acetic acid, Pigeon pea, phytoremediation, heavy metal, 
phosphate solubilization 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Durante a safra 2012/13 foram moídas 588,92 milhões de toneladas de cana 

de açúcar e para esta safra é esperado um aumento de 10,70% (CONAB, 2013) na 

produção. No processo de moagem, para cada tonelada de cana moída são gerados 

30 kg de torta de filtro, um subproduto utilizado no solo para cultivo tanto para 

fornecer nutrientes, uma vez que é rico em fósforo, quanto para corrigir a acidez 

(NARDIN, 2007). Contudo, pesquisas veem reportando que o uso deste subproduto 

eleva a quantidade de alguns metais pesados disponíveis no solo como, por 

exemplo, o Cd (RAMALHO; SOBRINHO, 2001). A contaminação por Cd pode 

resultar também da erosão do solo e de atividades humanas tais como a mineração, 

indústria e agricultura (PRAPAGDEE et al., 2013) pelo uso de fertilizantes fosfatos 

que contém em sua composição altas concentrações desse metal.  

A presença do Cd na atmosfera, no solo e na água pode causar problemas 

sérios para todos os organismos, e sua bioacumulação na cadeia alimentar pode ser 

altamente perigosa (GALLEGO et al., 2012). Neste momento, a busca por micro-

organismos e plantas capazes de biorremediar ambientes contaminados, torna-se 

uma opção viável e altamente eficaz.  

“A fitorremediação, refere-se basicamente ao uso de plantas e micro-

organismos associados ao solo, para reduzir as concentrações ou efeitos tóxicos de 

contaminantes nos ambientes'' (GREIPSSON, 2011). Essa é uma tecnologia 

relativamente recente com pesquisas realizadas principalmente durante as últimas 

duas décadas (1990 em diante). O conceito de fitorremediação (como fitoextração) 

foi sugerido por Chaney (1983) (ALI et al., 2013). 

Já foi reportada a capacidade de Cajan cajanus, fitroextrair Cd e Zinco (Zn) 

(PONIEDZIALEK et al., 2010) e crescer sob altas concentrações de Chumbo (Pb) 

(SINHAL et al., 2011). Esse feijão pertencente à família das Fabáceas, uma 

leguminosa usada tanto para alimentação como para cobertura e forragem, possui 

altos níveis de proteínas e aminoácidos importantes, como a metionina, lisina e 

triptofano (PAL et al., 2011).  

 A habilidade de fitorremediação pelo gênero Pseudomonas, que engloba 

bactérias gram-negativas, aeróbias, baciliformes da família Pseudomonadaceae, 
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tem sido amplamente difundido, como é o exemplo da Pseudomonas putida KT2440 

uma estirpe modelo na biorremediação (YONG et al. 2014) devido a sua capacidade 

biodegradadora. 

Assim, pelas características positivas apresentadas pelo cultivo do guandu; 

com o aumento cada vez mais significativo do uso de fertilizantes fosfatados e da 

torta de filtro nos solos; com os benefícios apresentados pelas pseumonadas, o 

objetivo geral desse estudo foi avaliar a capacidade de isolados bacterianos da torta 

de filtro quanto à habilidade de desenvolvimento em meio com altas concentrações 

de Cd; capacidade de solubilização de fosfato; de produção de ácido indol acético 

(AIA) e pela bactéria que obteve destaque nos testes realizados, a capacidade de 

bioaumentar a acumulação de Cd pelas plântulas de feijão guandu.  

  

2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
  

 2.1 A torta de filtro como fonte para prospecção bacteriana 
 

 

A torta de filtro (TF) é um resíduo composto da mistura de bagaço moído e 

lodo de decantação, sendo proveniente do processo de clarificação do açúcar. Sua 

composição é variável, em função da variedade da cana, tipo de solo, maturação da 

cana, processo de clarificação do caldo e outros (ALMEIDA, 1944; NARDIN, 2007). 

Para cada tonelada de cana moída são produzidos cerca de 30 kg de torta. Na 

medida em que a torta é um lodo decantado, verifica-se a concentração de diversos 

metais: alumínio (Al), manganês (Mn), Zn e ferro (Fe); é também um composto 

orgânico (85% da sua composição) rico em cálcio (Ca), nitrogênio e potássio com 

composições variáveis dependendo da variedade da cana e da sua maturação. Em 

função de sua característica orgânica, o resíduo apresenta elevada Demanda 

Bioquímica de Oxigênio (DBO), o que causa poluição se carreado em direção aos 

corpos d´água (DE ANDRADE & DINIZ, 2007). Após a separação industrial, tal 

resíduo é acumulado em áreas ao ar livre, diretamente sobre o solo (Figura 1), para 

armazenamento temporário até seu destino final, na adubação da cana.  
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Figura 1: Torta de filtro semicomposta  

          Foto: Raffaella Rossetto 
 

 

Durante o processo de clarificação do caldo, a adição de produtos que 

auxiliam na floculação das impurezas pode aumentar o teor de alguns minerais, 

principalmente fósforo e cálcio. Cerca de 30% do conteúdo total de fósforo aparece 

na forma orgânica e o nitrogênio predomina na forma proteica, propiciando lenta 

liberação desses elementos e consequentemente alto aproveitamento pelas plantas.  

A torta além de fornecer nutrientes às plantas, quando incorporada ao solo em 

grandes quantidades apresenta propriedades corretivas da acidez do solo. A matéria 

orgânica (MO) presente na TF traz grandes benefícios à cana-de-açúcar, dentre 

eles: Presença de micronutrientes; os minerais nela contidos estão menos sujeitos a 

lixiviação; aumento da capacidade de troca catiônica (CTC) dos solos na região 

onde a torta foi aplicada; capacidade de reter maiores quantidades de água, que 

podem suprir deficiências hídricas, principalmente na brotação; propicia melhores 

condições físico-químicas e microbiológicas para o desenvolvimento da planta 

(PENATTI, 1991; NARDIN, 2007). 

Ramalho e Sobrinho (2001), após avaliarem dois cambissolos com torta de 

filtro, verificaram que os resultados apresentaram aumentos significativos para Cd, 

Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Níquel (Ni) e Pb, sendo que na extração 

sequencial, os resultados mostraram que a maior percentagem desses elementos 

encontrava-se na fração residual, de baixa biodisponibilidade. Nesse contexto, a 

torta de filtro foi o subproduto escolhido para prospecção de bactérias resistentes ao 
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Cd (BRC), bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) e bactérias promotoras do 

crescimento de plantas (BPCP).  

 

 2.2 O Cádmio 
 

 

Os metais pesados são um grupo composto de elementos metálicos com 

propriedades que incluem os que são essenciais para a saúde humana como o ferro 

(Fe), cobalto (Co), cobre (Cu), manganês (Mn), molibdénio (Mo) e zinco (Zn), os que 

são elementos traço e outros que não são essenciais e potencialmente tóxicos, 

especialmente se eles se acumulam, tais como mercúrio (Hg), arsênio (As), chumbo 

(Pb), o plutônio (Pu), vanádio (V), tungsténio (W) e cádmio (Cd) (JOHRI et al., 2010). 

O Cd é um metal com uma pequena demanda biológica e pouco degradável 

por processos abióticos e bióticos. Esse pode ser encontrado na natureza associado 

a sulfitos de minérios de Zn, Cu e Pb. Ele é utilizado principalmente como 

anticorrosivo em aço galvanizado, já o sulfeto de cádmio e o selenito como 

pigmentos em plásticos e os compostos de cádmio na manufatura de pilhas e 

baterias recarregáveis de níquel-cádmio, em componentes eletrônicos e reatores 

nucleares (CETESB, 2012).  

A contaminação por Cd pode resultar de fontes naturais como a atividade 

vulcânica, a erosão de rochas sedimentares e fosfáticas e os incêndios florestais, 

bem como das atividades antropogênicas, tais como mineração, indústria e 

agricultura. Tipicamente, o Cd do solo é facilmente incorporado em plantas 

comestíveis e posteriormente entra na cadeia alimentar, provocando efeitos 

adversos na saúde de seres humanos através do consumo dessas plantas. Esse 

metal em solo agrícola é um problema ambiental grave e merece atenção imediata 

(PRAPAGDEE et al., 2013), pois afeta fortemente as plantas em diferentes 

processos tais como, o crescimento, a fotossíntese, a absorção e distribuição de 

nutrientes, podendo levar a planta à morte celular (GALLEGO et al., 2012).  

Ao manter contato com plantas, humanos e animais, o Cd causa 

bioacumulação, que se caracteriza pelo acúmulo de metais pesados em níveis 

milhares de vezes maiores que os presentes no ambiente, podendo se acumular no 
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corpo por um período superior a 10 anos. Assim, quando as concentrações deste 

metal atingem níveis acima de dez vezes do detectado naturalmente, efeitos 

deletérios sobre o DNA e estruturas celulares podem ser evidenciados, com danos 

irreversíveis (PIZZAIA, 2013) 

Outro meio do Cd entrar na cadeia alimentar é através da água potável que 

pode ser contaminada devido à presença do metal como impureza no zinco de 

tubulações galvanizadas, soldas e acessórios metálicos; pela adsorção a argila ou 

material orgânico ou mesmo pela bioacumulação em plantas aquáticas, 

invertebrados, peixes e mamíferos. Concentrações elevadas, de 2 a 30 mg/kg de 

cádmio por peso úmido, são encontradas em moluscos e crustáceos. O pH é fator 

determinante para a disponibilidade do metal em solos e sedimentos; quanto maior a 

acidez maior a disponibilidade (CETESB, 2012). Os padrões e valores orientados 

para as diferentes àguas estão expostos na Tabela 1.  

 

Tabela 1: Padrões e valores orientadores 
                 Fonte: http://www.cetesb.sp.gov.br/userfiles/file/laboratorios/fit/cadmio.pdf 

Meio Concentração Comentário Referência 
Solo 1,3 mg/kg* Valor de preservação CONAMA 420/2009 
 3,0 mg/kg* VI cenário agrícola- 

APMax 
 

 8,0 mg/kg* VI cenário residencial  
 20 mg/kg* VI cenário industrial  
Água potável 0,005 mg/L Padrão de potabilidade Portaria 2914/2011 
Água 
subterrânea 

5,0 μg/L VMP (consumo humano) CONAMA 396/2008 

 50 μg/L VMP (dessedentação de 
animais) 

 

 10 μg/L VMP (irrigação)  
 5,0 μg/L VMP (recreação)  
Águas doces 0,001 mg/L VM (classe 1 e 2) CONAMA 357/2005 
 0,01 mg/L VM (classe 3)  
Águas salinas 0,005 mg/L VM (classe 1) CONAMA 357/2005 
 0,04 mg/L VM (classe 2)  
Águas 
salobras 

0,005 mg/L VM (classe 1) CONAMA 357/2005 

 0,04 mg/L VM (classe 2)  
* = massa seca; APMax = Área de Proteção Máxima; VI = Valor de investigação; 
VMP = Valor Máximo Permitido; VM = Valor Máximo; LMT = Limite Máximo de 
Tolerância.  

 

 

A toxicidade por Cd foi constatada pela primeira vez em 1858 quando 

trabalhadores expostos ao pó de CdO (óxido de cádmio), usado na fabricação de 
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baterias, contraíram enfisema e proteinúria, as primeiras doenças ligando Cd à 

toxicidade renal (FRIBERG 1984; JOHRI et al., 2010). Após a II Guerra Mundial, 

uma doença óssea com fraturas e dor severa, conhecida como a doença Itai – Itai, 

uma forma de osteomalacia renal induzida por Cd, foi identificada no Japão. 

Subsequentemente, as toxicocinética e toxicodinâmica do Cd foram descritas, 

indicando a sua ligação à proteína metalotioneína, assim advertências internacionais 

de riscos para a saúde a partir da poluição pelo Cd foram emitidas na década de 

1970. Em 1990, estudos epidemiológicos relataram efeitos adversos à saude, 

indicando que níveis muito baixos de exposição ao cádmio pode dar origem a uma 

disfunção renal entre os subgrupos sensíveis das populações humanas, como as 

pessoas com diabetes. Atualmente, esse metal está incluído no grupo I dos 

carcinogênicos (NORDBERG, 2009). 

Os efeitos patológicos associados à toxidade do cádmio são, além de 

severos, essencialmente irreversíveis, visto que lesa praticamente todas as células 

do organismo, atuando por bloqueio da respiração celular e de alguns sistemas 

enzimáticos fundamentais. Esse metal se fixa nos pulmões, eritrócitos, baço, 

glândulas endócrinas e suprarrenais, fígado e rim, sendo a dose letal estimada em 

1µg/g-1 de peso. A intoxicação aguda de Cd produz um quadro clínico característico: 

causa febre, cerca de quatro horas após a sua entrada no organismo, irritação nos 

olhos, nariz e garganta, tosse, dispnéia, fraqueza, náuseas, vômitos, cólicas 

abdominais, diarréia, e, após cerca de três dias, pode causar edema agudo no 

pulmão. Já na intoxicação crônica, pode-se ter o início dos sintomas anos após a 

exposição, havendo o aparecimento de problemas respiratórios, cáries, 

amarelecimento dos dentes, anorexia, fadiga, perda de peso, palidez, anemia, 

proteinúria e dano tubular renal seguida de osteomalácia (PLUNKETT, 1987; BRITO 

FILHO, 1988; SANTOS, 2011). 

 
   
  2.2.1 Efeito do cádmio às plantas  

 

 

O Cd é um elemento não-essencial que mesmo em baixas concentrações 

causa danos ao crescimento e desenvolvimento das plantas e induz ao estresse 
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oxidativo (GRATÃO et al., 2005) . Wagner (1993) considerou que soluções de solo 

não poluídas possuem concentrações variando entre 0,04 e 0,32 mM de Cd. Já, 

solução de solo que possui concentrações de Cd variando de 0,32 a 

aproximadamente 1,0 mM pode ser considerada de nível moderado à poluída 

(SANITÁ DI TOPPI & GABRIELLI, 1999; BENAVIDES, et al., 2005).  

Um efeito claro da toxidez pelo Cd pode ser observado na germinação. 

Quando sementes são postas a germinar em ambiente com altos níveis de cádmio, 

a atividade das α e β amilases é significativamente reduzida, comprometendo a 

respiração, resultando na inibição do crescimento do eixo embrionário e da radícula 

(GUIMARÃES et al., 2008). 

O efeito do Cd na atividade enzimática está associado ao fato de que grande 

número de enzimas contém metais e a substituição destes por outro metal com 

mesma carga e tamanho similar, pode resultar na inibição da atividade da enzima 

(GUIMARÃES et al., 2008). O Cd, por sua semelhança com o Zn, pode substituí-lo 

nestas enzimas, resultando em alteração da atividade enzimática (SHAW et al., 

2004). Segundo Kurdziel et al. (2004), em algumas espécies de plantas foi 

observado que o Cd modifica a estrutura da Rubisco, que é a enzima mais 

abundante nas plantas e por conseguine a proteína mais abundante no planeta, 

resultando na dissociação desta enzima em subunidades, o que pode ser devido à 

substituição do magnésio pelo Cd. 

As enzimas do sistema antioxidativo também são afetadas pelo Cd. A 

catalase (CAT), enzima antioxidativa chave, presente principalmente nos 

peroxissomos, têm sua atividade e o seu nível de proteína reduzidas na folha na 

presença de 50 µM de Cd, concomitante ao aumento dos níveis de seu RNA 

mensageiro, contraste que sugere que o cádmio afeta a expressão deste gene 

também a nível pós- transcricional. Romero- Puertas et al. (2006), mostraram que a 

CAT é oxidativamente modificada pelo Cd, e as proteínas oxidadas podem ser o 

alvo de proteases específicas do peroxissomo (ROMERO- PUERTAS et al., 2006). 

As superóxido dismutases (SODs) são outro grupo de enzimas que protegem as 

células contra o estresse oxidativo e que são afetadas pelo Cd (GRATÃO et al., 

2009; DOURADO et al., 20013) 
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As plantas não estressadas (em condições normais de seu metabolismo), 

normalmente, produzem espécies reativas de oxigênio (EROs) devido a reações 

bioquímicas naturais da célula. Entretanto, aquelas que são colocadas em situação 

que podem gerar algum estresse, por exemplo, por exposição a metais pesados 

produzem de forma intensificada estas EROs que devem ser desintoxicadas por 

respostas celulares ao estresse, para que possam sobreviver e se desenvolver, 

devido ao fato destas EROs serem muito tóxicas (PIZZAIA, 2013). O estresse 

oxidativo provocado pelo efeito tóxico do Cd em plantas causa danos celulares que 

são irreversíveis e desencadeiam o processo de morte celular programada 

(GALLEGO et al., 2012; PIZZAIA, 2013). Isto pode ser reflexo da ação das EROs 

sobre macromoléculas levando à alteração dos ácidos nucleicos, inclusive com 

quebras cromossômicas (PIZZAIA, 2013).  

Diante dos fatores estressores que o Cd causa às plantas, essas 

desenvolveram mecanismos de tolerância e adaptação, os quais envolvem 

processos e reações de natureza nutricional, fisiológica e bioquímica que 

possibilitam seu uso na recuperação de áreas com excesso de metais pesados 

(SOUZA et al., 2011). 

 

 2.3 Uso da fitorremediação na limpeza de solos contaminados por 
cádmio 

 

 

Os danos causados por metais sobre o ecossistema agrícola pode, 

possivelmente, serem resolvidos através da utilização de plantas tolerantes que 

“limpam” as áreas contaminadas com metais (SINGH & PRASAD, 2011; AZEVEDO 

et al., 2012), radionuclídeos, bem como os poluentes orgânicos (tais como 

hidrocarbonetos aromáticos polinucleares, bifenilos policlorados, e pesticidas) (ALI et 

al., 2013).  Mas, para que o uso da fitorremediação seja eficiente é necessário 

investigar e entender como as plantas funcionam, bem como quais rotas 

metabólicas e genes estão envolvidos em tal processo (VERBRUGGEN et al., 

2009). Os mecanismos de desintoxicação, acumulação e tolerância a Cd, tornaram-
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se a base para o uso de plantas na remediação de solos contaminados por este 

metal (MENDOZA-CÓZALT et al., 2011). 

As plantas manuseiam os contaminantes sem afetar o solo, conservando 

assim a sua utilidade e fertilidade (MENCH et al., 2009). Até agora, diferentes 

abordagens físicas, químicas e biológicas foram empregues para este propósito. Os 

métodos convencionais de remediação incluem a vitrificação in situ, a incineração do 

solo, escavação e aterro sanitário, lavagem do solo, nivelamento do solo, 

solidificação e estabilização de sistemas eletro-cinético (SHEORAN et al., 2011; 

WUANA & OKIEIMEN, 2011). Esses métodos sofrem limitações como alto custo, 

mão de obra intensiva, mudanças irreversíveis em propriedades do solo e 

perturbação da microflora nativa do solo, bem como podem criar problemas de 

poluição secundária (ALI et al., 2013). As técnicas de fitorremediação resumidas na 

Tabela 2, inclue fitoextração (ou fitoacumulação), fitofiltração, fitoestabilização, 

fitovolatilização e fitodegradação (ALKORTA et al., 2004; ALI et al. 2013).  
      
 
      
Tabela 2: Diferentes técnicas de fitorremediação (ALI et al. 2013) 

Técnica Descrição 
Fitoextração Acúmulo de poluentes na biomassa disponível por exemplo, nos 

brotos 
Fitofiltração Sequestro de poluentes de águas contaminadas por plantas 
Fitoestabilização Limita a mobilidade e biodisponibilidade de poluentes no solo por 

raízes de plantas 
Fitovolatilização Conversão de poluentes para a forma volátil e sua posterior liberação 

para a atmosfera 
Fitodegradação Degradação de xenobióticos orgânicos por enzimas contidas nos 

tecidos das plantas 
Rizodegradação Degradação de xenobióticos orgânicos na rizosfera por micro-

organismos rizosféricos 
Fitodesalinização Remove o excesso de sal de solos salinos por halofíticos 

 

   

  2.3.1 Fitoextração 
 

 

 A fitoextração (também conhecida como fitoacumulação, fitoabsorção ou 

fitosequestração) é a absorção de contaminantes do solo ou da água pelas raízes 

das plantas e sua translocação para a parte aérea (SEKARA et al., 2005; YOON et 
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al., 2006; RAFATI et al., 2011; ALI et al., 2013). A translocação do metal para a parte 

aérea é um processo bioquímico crucial e é desejável para uma fitoextração eficaz, 

porque a colheita da biomassa radicular, geralmente não é viável (ZACCHINI et al., 

2009; TANGAHU et al., 2011; ALI et al., 2013). 

 

  2.3.2 Fitofiltração 
 

 

A fitofiltração é a remoção de poluentes da água contaminada, águas 

superficiais ou águas residuais, pelas plantas (MUKHOPADHYAY & MAITI, 2010; 

ALI et al., 2013). A fitofiltração pode ser rizofiltração (uso de raízes de plantas) ou 

blastofiltração (uso de mudas) ou caulofiltração (uso de brotos de plantas excisadas) 

(MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2004; ALI et al., 2013). Em fitofiltração, os 

contaminantes são absorvidos ou adsorvidos e assim a sua passagem para as 

águas subterrâneas é minimizado (ALI et al., 2013).  

 

  2.3.3 Fitoestabilização 
 

A fitoestabilização ou fitoimobilização é o uso de certas plantas para a 

estabilização de contaminantes em solos contaminados (SINGH, 2012, ALI et al., 

2013). Esta técnica é usada para reduzir a mobilidade e biodisponibilidade de 

poluentes no meio ambiente, evitando assim a sua migração para as águas 

subterrâneas ou a sua entrada na cadeia alimentar (ERAKHRUMEN, 2007; ALI et 

al., 2013). No entanto, fitoestabilização não é uma solução permanente, pois os 

metais pesados permanecem no solo; apenas o seu movimento (circulação) é 

limitado. Na verdade, é uma estratégia de gestão para a estabilização (inativação), 

dos contaminantes potencialmente tóxicos (VANGRONSVELD et al., 2009, ALI et 

al., 2013). 
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  2.3.4 Fitovolatilização 
 

A fitovolatilização é a absorção de poluentes do solo por plantas, a sua 

conversão em forma volátil e posterior liberação para a atmosfera. Esta técnica pode 

ser usada para poluentes orgânicos e alguns metais pesados como o mercúrio e 

selênio. No entanto, seu uso é limitado pelo fato de que ele não remove o poluente 

completamente, somente transfere de um segmento (solo) para outro (atmosfera), 

onde ele pode ser depositado. A fitovolatilização é a mais controversa das 

tecnologias de fitorremediação (PADMAVATHIAMMA & LI, 2007; ALI et al. 2013). 

   
 
  2.3.5 Fitodegradação 

 

A fitodegradação é a degradação de poluentes orgânicos por plantas com a 

ajuda de enzimas como a dehalogenase e oxigenase; não é dependente de 

microorganismos rizosféricos (VISHNOI & SRIVASTAVA, 2008, ALI et al., 2013). As 

plantas podem acumular xenobióticos orgânicos de ambientes poluídos e 

desintoxicá-los através de suas atividades metabólicas. A partir deste ponto de vista, 

as plantas verdes podem ser consideradas como “fígado verde” para a biosfera. A 

fitodegradação é limitada à remoção de poluentes orgânicos apenas porque os 

metais pesados não são biodegradáveis. Recentemente, os cientistas têm 

demonstrado o seu interesse em estudar fitodegradação de diversos poluentes 

orgânicos, incluindo herbicidas sintéticos e inseticidas. Alguns estudos têm relatado 

o uso de plantas geneticamente modificadas para este fim (DOTY et al., 2007, ALI et 

al., 2013). 

 

  2.3.6 Rizodegradação 
 

A rizodegradação refere-se à quebra de poluentes orgânicos no solo por 

microrganismos habitantes da rizosfera (MUKHOPADHYAY & MAITI, 2010; ALI et 

al., 2013). A rizosfera estende-se aproximadamente 1,0 mm em torno da raiz e está 

sob a influência da planta (PILON-SMITS, 2005; ALI et al., 2013). A razão principal 
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para a alta degradação de poluentes na rizosfera é provavelmente pelo aumento no 

número e atividade metabólica dos microrganismos (ALI et al., 2013). 

As plantas podem estimular a atividade microbiana cerca de 10-100 vezes 

mais na rizosfera pela secreção de exsudato com carboidratos, aminoácidos e 

flavonóides. A liberação de exsudatos pelas raízes das plantas fornece fontes de 

carbono e nitrogênio para os micro-organismos do solo e cria um ambiente rico em 

nutrientes, em que a atividade microbiana é estimulada. Além de secretar substratos 

orgânicos para facilitar o crescimento e atividade de micro-organismos rizosféricos, 

as plantas também liberam determinadas enzimas capazes de degradar 

contaminantes orgânicos em solos (KUIPER et al., 2004; YADAV et al., 2010; ALI et 

al., 2013).  

 

 2.4 Bactérias como facilitadoras da fitoextração de metais 
 

 

Nos últimos vinte anos, os pesquisadores têm se esforçado para utilizar 

plantas para facilitar a remoção de contaminantes orgânicos e inorgânicos do meio 

ambiente, especialmente a partir do solo. Essas abordagens de fitorremediação já 

percorreram um longo caminho em um curto espaço de tempo. No entanto, a maior 

parte deste trabalho foi realizada em condições laboratoriais controladas e não no 

campo. Como um complemento às várias estratégias de fitorremediação e como 

parte de um esforço para tornar esta tecnologia mais eficaz, um número de 

cientistas começou a explorar a possibilidade de utilizar várias bactérias do solo, 

juntamente com as plantas. Estas bactérias incluem bactérias biodegradativas, 

bactérias promotoras do crescimento de plantas e bactérias que facilitam a 

fitoremediação por outros meios (GLICK, 2010). 

A fitoextração de metais que precisam ser removidos do ambiente é uma 

técnica complexa e suas principais limitações são (i) a biodisponibilidade do metal 

alvo e (ii) a capacidade das plantas para acumular metais na parte aérea (RASKIN & 

ENSLEY, 2000; GLICK, 2010).  

Os cientistas algumas vezes tendem a aumentar a biodisponibilidade do metal 

através da adição de vários agentes quelantes, uma estratégia que normalmente 
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funciona numa pequena escala no laboratório, mas é muito menos eficaz no campo. 

Um grande número de plantas foi testado quanto à sua capacidade para extrair 

níveis elevados de metais e, em seguida, translocar os metais a partir das raízes 

para a parte aérea, no entanto, muitas das chamadas plantas hiperacumuladoras 

não produziram biomassa suficiente para tornar o processo eficiente no campo 

(RASKIN & ENSLEY, 2000; GLICK, 2010). Embora a utilização de bactérias do solo 

(geralmente de bactérias promotoras do crescimento de plantas) como auxiliares na 

fitorremediação de metais pode facilitar significativamente o crescimento de plantas 

na presença de níveis elevados (inibitórios) de metais, as bactérias normalmente 

pouco ou nada fazem para aumentar a biodisponibilidade do metal (GLICK, 2010). 

Após a demonstração inicial de que uma bactéria promotora do crescimento 

em plantas e resistente ao níquel diminuiu a toxicidade do metal às plantas de 

canola (BURD et al., 1998), houve aumento no número de pesquisas demonstrando 

que as bactérias promotoras do crescimento em plantas auxiliam na fitoextração de 

metal (Tabela 3). Nos estudos relatados, os quais englobam uma gama de 

diferentes plantas, metais, solos e bactérias, o efeito da adição das bactérias foi para 

facilitar o crescimento das plantas e, quando os níveis inferiores menos tóxicos de 

metais estavam presentes, para aumentar a absorção de metal pela planta (GLICK, 

2010). 

As bactérias utilizadas para estes estudos são primeiramente selecionadas 

quanto à resistência ao metal tóxico alvo e, em seguida, elas são muitas vezes 

selecionadas ou testadas para presença da enzima ACC-deaminase e/ou para a 

capacidade de sintetizar AIA e sideróforos. Estes estudos são realizados com a 

expectativa de que as bactérias resistentes ao metal selecionadas serão capazes de 

crescer e promover o crescimento de plantas na presença de níveis elevados de 

metais tóxicos. Embora poucos estudos tenha identificado o (s) mecanismo (s) exato 

(s) da promoção do crescimento de plantas na presença do metal, a totalidade dos 

dados está relacionada com a presença/produção de AIA, sideróforos e ACC-

deaminase. Assim, todas ou alguma dessas atividades já é suficiente para elaborar 

o mecanismo (GLICK, 2010).  

Além da presença/produção dos facilitadores acima citados, alguns 

pesquisadores associam a eficácia da fitoextração do metal, à presença de um 
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sistema de solubilização de fosfato ativo na bactéria. (SHENG et al.,  2008a; GLICK, 

2010). 

Tabela 3: Combinações de plantas-bactérias em vários estudos de fitorremediação   
de metal (GLICK, 2010) 

Bactéria Planta(s) Metal(is) Efeito/Mecanis
mo 

Referência 

Kluyvera ascorbata SUD165 Canola (Brassica 
napus) 

Níquel Aumenta 
biomassa; ACC 
deaminase 

BURD et al., 
1998 

K. ascorbata SUD165, SUD165/26 Canola, tomate 
(Lycopersicon 
esculentum), Mostarda 
Indiana (Brassica 
juncea) 

Níquel. 
Chumbo, 
Zinco 

Aumenta 
biomassa; ACC 
deaminase, 
sideróforos 

BURD et al., 
2000 

Bactéria rizosférica Thlaspi caerulescens Zinco Aumenta 
captação de 
zinco; 
mecanismo 
desconhecido 

WHITING et 
al., 2001 

Enterobacter cloacae CAL2 Canola Arsênio Aumento 
biomassa; ACC 
deaminase 

NIE et al., 
2002 

Brevibacillus sp. Trevo vermelho 
(Trifolium pratense) 

Chumbo Diminui a 
capação de 
chumbo; AIA 

VIVAS et al., 
2003 

Microbacterium arabinogalactanolyticum Alyssum murale Níquel Aumenta a 
captação de 
níquel; 
mecanismo 
desconhecido 

ABOU-
SHANAB et 
al., 2003 

Bactéria rizosférica e endofítica Thlaspi goesingense Níquel ACC 
deaminase, 
sideróforos 

IDRIS et al., 
2004 

Psuedomonas aspleni AC Canola Cobre Aumenta 
biomassa; AIA 

REED e 
GLICK, 
2005 

Variovorax 
paradoxus,Rhodoccus sp.,Flavobacteriu
m sp. 

Mostarda indiana Cádmio Aumenta o 
comprimento da 
raiz; AIA, 
sideróforos, 
ACC deaminase 

BELIMOV et 
al., 2005 

P. putida KNP9 Feijão (Vigna radiata) Cádmio,  
Chumbo 

Aumenta 
biomassa e 
diminui a 
captação de 
metal; 
sideróforos 

TRIPATHI et 
al., 2005 

Bactéria rizosférica Graminaceae grasses Cádmio, 
Zinco, 
Níquel 

AIA, 
sideróforos, 
ACC deaminase 

DELL'AMIC
O et al., 
2005 

Pseudomonas sp. A4,Bacillus sp. 32 Mostarda indiana Cromo Aumento do 
comprimento 
daraiz e parte 
aérea; AIA, 
sideróforos, 
solubilização de 
fosfato 

RAJKUMAR 
et al., 2006 
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Bactéria Planta(s) Metal(is) Efeito/Mecanis
mo 

Referência 

Pseudomonas fluorescens Girassol (Helianthus 
annuus) 

Arsênio Aumento do 
desenvolviment
o; mecanismo 
desconhecido 

SHILEV et 
al., 2006 

P. fluorescens, P. putida Canola Níquel Aumenta 
germinação 
semente e 
desenvolviment
o; mecanismo 
desconhecido 

ASHOUR et 
al., 2006 

P. putida 06909 Girassol Cádmio O aumento da 
absorção de 
cádmio e 
toxicidade 
diminuída; 
bactéria 
expressa um 
peptídeo de 
ligação a metais 

WU et al., 
2006a 

P. putida UW4, P. putida HS-2 Canola Níquel Aumenta a 
biomassa no 
campo; AIA, 
ACC deaminase 

FARWELL 
et al., 2006 

P. brassicacearum AM3, P. 
marginalis Dp1 

Ervilha (Pisum 
sativum) 

Cádmio Aumenta a 
biomassa e 
captação de 
nutrientes; ACC 
deaminase 

SAFRANOV
A et al., 
2006 

Sinorhizobium sp. Pb002 Mostarda indiana Chumbo Aumenta a 
sobrevivência 
da planta e 
captação de 
chumbo; ACC 
deaminase 

DI 
GREGORIO 
et al., 2006 

Azotobacter chroococcumHKN-5 + B. 
megateriumHKP-1 + B. 
mucilaginosusHKK-1 

Mostarda indiana Zinco, 
cobre, 
chumbo, 
cádmio 

Aumenta a 
biomassa  e a 
biodisponibilida
de do metal 

WU et al., 
2006b 

B. subtilis SJ-101 Mostarda indiana Níquel Aumenta a 
captaçãode 
níquel; AIA, 
solubilização de 
fosfato 

ZAIDI et al., 
2006 

Pseudomonas sp. RJ10,Bacillus sp. 
RJ16 

Canola Cádmio Aumenta 
biomassa e 
captação de 
metal; AIA 

SHENG e 
XIA, 2006 

Nove diferentes cepas de bactérias 
resistentes ao níquel 

Alyssum murale Níquel Aumenta a 
captação de 
metal; 
mecanismo 
desconhecido 

ABOU-
SHANAB et 
al., 2006 

P. diminuta, Brevundimonas 
diminuta, Nitrobacteria 
irancium, Ochrobacterum anthropi, B. 
cereus 

Aguapé (Eichhornia 
crassipes) 

Cromo Aumenta a 
captação de 
metal; 
mecanismo 
desconhecido 

ABOU-
SHANAB et 
al., 2007 

Mesorhizobium huakuiisubsp. rengei B3  Astragalus sinicus Cádmio Aumento da IKE et al., 
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Bactéria Planta(s) Metal(is) Efeito/Mecanis
mo 

Referência 

acumulação de 
metais; bactéria 
expressa 
fitoquelatina e 
metalotioneína 

2007 

P. putida ARB86 Arabidopsis thaliana Níquel Aumenta 
biomassa e 
conteúdo de 
clorofila 

SOMEYA et 
al., 2007 

Bradyrhizobium sp. RM8 Feijão Mung (também 
conhecida como grama 
verde) 

Níquel, 
zinco 

Aumenta o 
número de 
nódulos e 
nutrição da 
planta; AIA, 
sideróforos 

WANI et al., 
2007 

Rhizobium sp. RP5 Ervilha Níquel, 
zinco 

Aumenta o 
número de 
nodules e a 
nutrição da 
planta, AIA, 
sideróforos 

WANI et al., 
2008 

Burkholderia sp. J62 Mostarda indiana, 
milho (Zea mays), 
tomato 

Chumbo, 
cádmio 

Aumenta a 
biomassa e 
captação metal; 
AIA, 
sideróforos, 
ACC deaminase 

JIANG et al., 
2008 

Bacillus licheniformis, B. biosubtyl, B. 
thurnigiensis 

Mostarda indiana Selênio, 
cádmio, 
cromo 

Maior captação 
de metal 
dependendo da 
combinação 
específica de 
metal-bactérias; 
mecanismo 
desconhecido 

HUSSEIN, 
2008 

Enterobacter sp. NBRI K28 Mostarda indiana Níquel, 
zinco, 
cromo 

O aumento da 
biomassa e 
absorção de 
metais; AIA, 
sideróforos, 
ACC 
deaminase, 
solubilização de 
fosfato 

KUMAR et 
al., 2008 

P. putida HS-2 Canola Níquel Aumento da 
germinação de 
sementes e 
biomassa; 
sideróforos, 
AIA, deaminase 
ACC 

RODRIGUE
Z et al., 
2008 

Bacillus sp. J119 Canola, milho, capim 
sudão (Sorghum 
vulgare var.sudanense)
tomate 

Cádmio Alguns aumento 
da biomassa e 
captação de 
cádmio, AIA, 
sideróforos, 
produção de 
biossurfactante 

SHENG et 
al., 2008a 

P. aeruginosa MKRh3 Grama preta (Vigna Cádmio Aumento da GANESAN, 
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Bactéria Planta(s) Metal(is) Efeito/Mecanis
mo 

Referência 

mungo) biomassa e 
enraizamento, e 
diminuição da 
absorção de 
cádmio; AIA, 
sideróforos, 
ACC 
deaminase, 
solubilização de 
fosfato 

2008 

Pseudomonas sp. 29C,Bacillus sp. 4C Mostarda indiana Níquel Increased 
biomass; IAA, 
siderophores, 
ACC 
deaminase, 
phosphate 
solubilization 

RAJKUMAR 
e FREITAS, 
2008a 

Pseudomonas sp. M6,Pseudomonas 
jessenii M15 

Mamona (Ricinus 
communis) 

Níquel, 
cobre, 
zinco 

Aumento da 
biomassa; AIA, 
sideróforos, 
ACC 
deaminase, 
solubilização de 
fosfato 

RAJKUMAR 
e FREITAS, 
2008b 

Proteus vulgaris KNP3 Feijão guandu 
(Cajanus cajan) 

Cobre Aumento da 
germinação, 
biomassa e 
clorofila, e 
diminui a 
absorção de 
metais; 
mecanismo 
desconhecido 

RANI et al., 
2008 

10 diferentes bactérias rizosféricas  Salix caprea Cádmio, 
zinco 

Maior captação 
de metal; AIA, 
sideróforos, 
ACC deaminase 
não estão 
envolvidas 

KUFFNER 
et al., 2008 

Pseudomonas sp. Grão de bico (Cicer 
arietinum) 

Níquel O aumento da 
biomassa e 
diminuição da 
absorção de 
metais; 
sideróforos 

TANK e 
SARAF, 
2008 

P. fluorescens G10,Microbacterium sp. 
G16 

Canola Chumbo O aumento da 
biomassa e 
absorção de 
metais; AIA, 
sideróforos, 
ACC 
deaminase, 
ambas as 
linhagens são 
endófitas 

SHENG et 
al., 2008b 

Bacillus edaphicus NBT Mostarda indiana Chumbo Aumento da 
biomassa; AIA, 
sideróforos, 
ACC deaminase 

SHENG et 
al., 2008c 
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Bactéria Planta(s) Metal(is) Efeito/Mecanis
mo 

Referência 

Pseudomonas sp. RJ10,Bacillus sp. 
RJ16 

Tomate Cádmio, 
chumbo 

Aumento do 
comprimento da 
raiz; 
sideróforos, 
AIA, ACC 
deaminase 

HE et al., 
2009 

Flavobacterium sp. Orychophragmus 
violaceus 

Zinco Aumento do 
comprimento da 
raiz, da 
biomassa, a 
captação de 
metal; 
mecanismo 
desconhecido 

HE et al., 
2010 

Streptomyces tendae F4 Girassol Cádmio Diminuição da 
absorção de 
metal e 
aumento do teor 
de ferro; 
sideróforos 

DIMPKA et 
al., 2009 

Achromobacter xylosoxidans Ax10 Mostarda indiana Cobre Aumento da raiz 
e comprimento 
da parte aérea 
e biomassa; 
ACC 
deaminase, 
solubilização de 
fosfato, AIA 

MA et al., 
2009 

Enterobacter aerogenes,Rahnella 
aquatilis 

Mostarda indiana Níquel, 
cromo 

Aumento da 
biomassa e 
absorção de 
metais; AIA, 
sideróforos, 
ACC 
deaminase, 
solubilização P  

KUMAR et 
al., 2009 

 

 

 2.5 Bactérias produtoras de auxina (ácido 3-indol acético, AIA) 
 
 

O fitormônio auxina (do grego "auxein", que significa crescer) regula todos os 

processos relacionados ao desenvolvimento da planta, como já descrito há anos por 

vários autores. Talvez menos conhecido, seja o fato de que alguns micro-

organismos também produzem auxina (COSTACURTA & VANDERLEYDEN 1995; 

PATTEN & GLICK, 1996). A produção de fitormônios (principalmente auxinas e 

citocininas) em culturas de vida livre é um marco para muitas bactérias 

fitopatogênicas, como Pseudomonas agglomerans, P. savastanoi pv. savastanoi, P. 
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syringae pv. syringae, Rhodocuccus solanacearum e R. fascians (MORRIS, 1995; 

VANDEPUTTE et al., 2005; VALLS et al., 2006; SPAEPEN & VANDERLEYDEN 

2011). A produção de AIA tem sido relatada para muitas bactérias, sendo assumido 

que mais de 80% das bactérias isoladas da rizosfera são capazes de sintetizar AIA 

(PATTEN & GLICK, 1996; KHALID et al., 2004). O principal precursor para a síntese 

de AIA é o triptofano e com sua adição ao meio de cultura ocorre uma maior 

produção da auxina, facilitando assim sua quantificação. A biossíntese de triptofano 

é codificada pelos genes trp. A partir do triptofano, pelo menos, cinco vias diferentes 

têm sido descritas para a síntese de AIA, e a maioria dos percursos mostram 

semelhança com as descritas em plantas, embora alguns intermediários possam 

diferir (PATTEN & GLICK 1996; WOODWARD & BARTEL 2005; SPAEPEN et al., 

2007). 

As vias biossintéticas do AIA vêm sendo identificadas utilizando vários 

métodos genéticos e bioquímicos. No entanto, nem todos os genes, enzimas 

codificadas e intermediárias foram caracterizados. O uso de experiências de 

alimentação com precursores marcados em combinação com a identificação de 

intermediários tem sido uma fonte principal para a identificação de vias 

biossintéticas. As vias descritas na literatura encontram-se ilustradas na Figura 2 e 

são nomeadas de acordo com o intermedário de determinada via. Em vários micro-

organismos estudados, a redundância das vias biossintéticas do AIA foi observada, 

o que significa que múltiplas vias estão presentes e ativas em um único micro-

organismo. Esta observação foi baseada principalmente em estudos de “knockout” 

(nocaute) onde alguma produção de AIA ainda pôde ser observada após a 

inativação de uma via (SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011). 
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Figura 2: Visão geral das vias biossintéticas do AIA em bactérias. As linhas                 

tracejadas referem-se às vias nomeadas a partir de um intermediário. 
IAAld, indol-3-acetaldeído; IAM (indol-3-acetamida), indol-3-acetamida; 
IPDC, indol-3-piruvato-descarboxilase; Trp triptofano. Adaptado de 
Spaepen & Vanderleyden (2011). 

 

 

As análises de mutantes na via biossintética de triptofano, mostraram que as 

plantas são capazes de sintetizar o AIA sem o precursor triptofano, e o ponto de 

ramificação para esta via independente do triptofano surge em indol-3-glicerol 

fosfato ou indol (LAST et al., 1991; NORMANLY et al., 1993). No entanto, não há 

genes ou proteínas envolvidas nesta via identificados em plantas (WOODWARD & 

BARTEL, 2005). Em bactérias, uma via independente de triptofano foi sugerida em 

Azospirillum brasilense a partir do fornecimento de triptofano marcado (PRINSEN et 

al., 1993). No entanto, também neste caso, não houve evidência genética ou 

bioquímica consistente para esta via (SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011). 

A auxina está envolvida em muitos processos de formação de nódulos por 

rizóbios em leguminosas, como a especificação de células fundadoras (inibição do 
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transporte de auxina principalmente por flavonóides), iniciação nodular e 

diferenciação (acúmulo de auxina), formação de feixe vascular e números de 

nódulos (transporte da auxina de longa distância). Pelo fato de muitos rizóbios 

serem capazes de produzir AIA através de diferentes vias, admite-se que a auxina 

produzida por bactérias pode alterar o equilíbrio da auxina no interior da planta 

(SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011).  

Após a inoculação de plantas com bactérias promotoras do crescimento em 

plantas (BPCP), uma mudança na arquitetura do sistema radicular foi observada, 

principalmente, como um aumento de pêlos radiculares e raízes laterais. Em geral, a 

superfície radicular aumenta, levando a uma maior absorção de minerais do solo e 

exsudados da raiz (estimulando ainda mais na colonização da raiz por BPCP). Há 

décadas, essas mudanças morfológicas da raiz têm sido atribuídas à produção de 

auxina bacteriana, e estudos com mutantes alterados na produção de AIA 

confirmam a importância do seu papel. O crescimento das plantas a partir do efeito 

promotor das bactérias, para o qual foi demonstrado que a auxina está envolvida, é 

conhecido como fitoestimulação (SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011).  

Na "hipótese de aditivo", foram sugeridos que vários mecanismos, tal como a 

solubilização de fosfato juntamente com a biossíntese de AIA são responsáveis pela 

promoção do crescimento de plantas e consequentemente pelo aumento da 

produtividade (BASHAN & HOLGUÍN, 1997; SPAEPEN & VANDERLEYDEN, 2011).  

 

 2.6 Bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF)  
 

 

O fósforo (P) é um elemento chave mais importante na nutrição das plantas, 

ao lado do nitrogêno (N). Ele desempenha um papel importante em praticamente 

todos os principais processos metabólicos na planta, incluindo a fotossíntese, 

transferência de energia, transdução de sinal, a biossíntese de macromoléculas e 

respiração (KHAN et al., 2010) e fixação de nitrogênio em leguminosas (SABER et 

al., 2005). Embora o P seja abundante em solos em ambas as formas inorgânicas e 

orgânicas, ele se torna um importante fator limitante para o crescimento das plantas, 

pois aparece de uma forma indisponível para a absorção radicular. O P inorgânico 
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ocorre no solo, principalmente em complexos de minerais insolúveis, alguns deles 

aparecendo após a aplicação frequente de fertilizantes químicos. Essas formas 

insolúveis precipitadas não podem ser absorvidas pelas plantas (RENGEL & 

MARSCHNER, 2005). A matéria orgânica também é um importante reservatório de P 

imobilizado que é responsável por 20-80% do P em solos (RICHARDSON, 1994). 

Apenas 0,1% da quantidade total de P está numa forma solúvel disponível para a 

absorção pelas plantas (ZHOU et al., 1992). O termo fixação do P é utilizado para 

descrever as reações que removem o fosfato disponível a partir da solução do solo 

para a fase sólida do solo (BARBER, 1995). O uso de inoculantes microbianos 

(biofertilizantes) que possuem atividade solubilizadora de P em solos agrícolas é 

considerado como uma alternativa ambientalmente correta (SHARMA et al., 2013). 

Os microrganismos são componentes importantes do ciclo de P e para a 

transferência de P entre os diferentes “pools” de P no solo. Os micro-organismos 

solubilizadores de fosfato (MSB), através de vários mecanismos de solubilização e 

mineralização são capazes de converter P inorgânico e orgânico do solo (KHAN et 

al., 2009) na forma biodisponível facilitando a absorção pelas raízes das plantas 

(SHARMA et al., 2013). 

A solubilização de P insolúvel por micro-organismos foi relatada por 

Pikovskaya (1948). Durante as últimas duas décadas o conhecimento sobre MSP 

aumentou significativamente (RICHARDSON 2001; RODRIGUEZ & FRAGA, 1999). 

Várias bactérias e fungos foram descritos e estudados quanto às capacidades de 

solubilização de fosfato (GLICK, 1995; HE, et al. 1997.). Esses micro-organismos 

foram isolados utilizando os procedimentos culturais já utilizados por espécies de 

Pseudomonas e Bacillus (ILLMER & SCHINNER, 1992). Esses organismos são 

ubíquos, mas variam em densidade, dependendo da solubilização do fosfato mineral 

(sfm), do solo ou do sistema de produção. No solo, as bactérias solubilizadoras de 

fosfato (BSF) constituem 1-50% e fungos 0,1-0,5% da população microbiana total. 

Esses micro-organismos geralmente são isolados da rizosfera, solos não rizosférico, 

rizoplano, filosfera, rochas fosfatadas e até mesmo de solos estressados, utilizando 

o método de diluição em série em placas ou pela técnica de enriquecimento de 

cultura de (ZAIDI et al., 2009). Desde 1948, quando Pikovskaya sugeriu que micro-

organismos podem dissolver formas não disponíveis de P no solo e que esses 
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desempenham um papel importante no fornecimento de P às plantas, vários 

métodos e meios, tais como Pikovskaya (PIKOVSKAYA, 1948), método do corante 

azul de bromofenol (GUPTA et al., 1994) e  National Botanical Research Institute's 

phosphate  (NBRIP) meio (NAUTIYAL, 1999) têm sido propostos. Ambas as estirpes 

bacterianas e fúngicas que exibem atividade solubilizante de P são detectadas pela 

formação de um halo claro (um sinal de solubilização) em torno das suas colônias. A 

produção de um halo sobre um meio de cultura sólido não deve ser considerado 

como o único critério para avaliar a solubilização de P, outras técnicas devem ser 

adotadas na ausência do halo, bem como para dar maior credibilidade ao teste 

(BASHAN et al., 2013).  

Um número substancial de espécies microbianas exibe a capacidade de 

solubilizar P; estes incluem bactérias, fungos, actinomicetos e até mesmo algas. 

Além de Pseudomonas e Bacillus, outras bactérias como Rhodococcus, 

Arthrobacter, Serratia, Chryseobacterium, Gordonia, Phyllobacterium, Delftia sp. 

(WANI et al., 2005; CHEN et al., 2006), Azotobacter (KUMAR et al., 2001), 

Xanthomonas (DE FREITAS et al., 1997), Enterobacter, Pantoea, e Klebsiella 

(CHUNG et al., 2005), Vibrio proteolyticus, Xanthobacter agilis (VAZQUEZ et al., 

2000), têm sido classificadas como BSF. 

 

 
Tabela 4: Importantes micro-organismos solubilizadores de fosfato (MSP), seus 

nichos ecológicos e ácidos orgânicos produzidos (SHARMA et al., 2013), 
doi:10.1186/2193-1801-2-587 

Organismo Nicho(s) ecológico 
Ácido 
produzidos Referências 

BSF 
Solos e rochas de 
fosfato 

ND(não 
determinado) PIKOVSKAYA 1948 

BSF Solo rizosférico 
ND(não 
determinado) GERRETSON 1948 

Escherichia freundii Solo Láctico SPERBER 1958a, b 

Aspergillus niger, Penicillium sp. Solo 

Cítrico, 
glicólico, 
succínico, 
glucónico, SPERBER 1958a, b 
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Organismo Nicho(s) ecológico 
Ácido 
produzidos Referências 

oxálico, láctico 

Bacillus megaterium, 
Pseudomonas sp., Bacillus 
subtilus Solo rizosférico Láctico, Málico TAHA et al. 1969 

Arthrobacter sp., Bascillus sp., 
Bacillus firmus B-7650 

Rizosfera de trigo e 
feijão caupi  Láctico, cítrico 

BAJPAI & SUNDARA 
RAO 1971 

Aspergillus sp., Penicillium sp., 
Chaetomiumnigricolor Solo laterítico 

Oxálico, 
Succínico, 
Cítrico, 2-
cetoglucônico 

BANIK AND 
DEY 1983 

A. japonicus, A. foetidus 
Fosfato de rocha 
indiana 

Oxálico, cítrico, 
glucônico 
succínico, 
tartárico SINGAL et al. 1994 

P. radicum 
Rizosfera de raízes 
de trigo Glucônico 

WHITELAW et 
al. 1999 

Enterobacteragglomerans Rizosfera de trigo Oxálico, cítrico KIM et al. 1997 

Bacillus amyloliquefaciens, B. 
licheniformis, B. atrophaeus, 
Penibacillus macerans, Vibrio 
proteolyticus, xanthobacter agilis, 
Enterobacter aerogenes, E. 
taylorae, E. asburiae, Kluyvera 
cryocrescens, Pseudomonas 
aerogenes, Chryseomonas 
Luteola Manguezal 

Láctico, 
itacônico, 
isovalérico, 
isobutírico, 
acético 

VAZQUEZ et 
al. 2000 

Penicillium rugulosum 

Rochas 
venezuelanas de 
fosfato  

Cítrico, 
glucônico  
 REYES et al. 2001 

Enterobacter intermedium Rizosfera de capim 2-cetoglucônico 
HWANGBO et 
al. 2003 

Aspergillus flavus, A . niger, 
Penicilliumcanescens 

Grãos de trigo 
armazenados 

Oxálico, cítrico, 
glucônico 
succínico MALIHA et al. 2004 
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Organismo Nicho(s) ecológico 
Ácido 
produzidos Referências 

P.fluorescens 

Fragmentos de 
raízes e rizosfera de 
dendezeiros 

Cítrico, málico, 
tartárico, 
glucônico FANKEM et al. 2006 

Aspergillus niger 
Solo tropical e 
subtropical  

Glucônico, 
oxálico CHUANG et al. 2007 

P.trivialis 

Rizosfera de 
 Hippophaer 
hamnoides deserto 
gelado de Lahaul e 
Spiti no trans-
Himalayas Láctico, fórmico 

VYAS & 
GULATI 2009 

B.pumilus 
var.2;B.subtilisvar.2;Actinomadura 
oligospora; Citrobacter sp. 

Cacto gigante 
(P.pringlei) 
crescimento na 
antiga lava 

Glucônico, 
Propiônico, 
Isovalérico, 
Heptônico, 
Capróico, 
Isocapróico, 
Fórmico, 
Valérico, 
Succínico, 
Oxálico, 
Oxalacético, 
Malônico. PUENTE et al. 2004a 

B.pumilus CHOO8A; B.fusiformis 
Cacto(Opuntia 
Cholla) PUENTE et al. 2004a 

Bacillus sp. SENDO 6 and 
Cacto gigante 
(P.pringlei) 

Glucônico, 
Propiônico, 
Isovalérico, 
Fórmico, 
Succínico, 
Láctico. 

PUENTE et 
al. 2009a, b 

Pseudomonas putida M5TSA, 
Enterobacter sakazakii M2PFe, e 
Bacillus megaterium M1PCa 

Cacto selvagem 
Mammillaria 
fraileana LOPEZ et al. 2011 

 

 

Além de tornar o P solúvel acessível para absorção pelas plantas, tem havido 

uma série de relatos sobre a capacidade de promover o crescimento vegetal por 
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esses micro-organismos (GAUR & OSTWAL 1972). Vários MSP foram utilizados 

para promover o crescimento de várias culturas (Tabela 5). 

 

Tabela 5: Promoção do crescimento de plantas por micro-organismos sobulizadores 
de fosfato (MSF) (PATIL et al., 2002; SHARMA et al., 2013) 

MSF Bioinoculante Cultura beneficiada 

B. firlmus NCIM 2636 “Paddy” em solos ácidos 

G. faciculatum Banana 

B. megaterium+G. faciculatum Banana 

Phosphobacterium Variedade de feijão espada SBS 1 

P. Striata Soja em solo arenoso de aluvião 

P. Striata Grão de bico 

 

 

Dentre vários gêneros bacterianos citados nessa revisão, foi possível 

observar a enorme habilidade que o gênero Pseudomonas possui para o uso em 

fitorremediação, promoção do crescimento vegetal e solubilização de fosfato. A 

seguir, compreenderemos melhor as peculiaridades deste gênero.  

 

 2.7 A versatilidade do gênero Pseudomonas  
 

 Membros do gênero Pseudomonas (stricto sensu) mostram notável 

versatilidade metabólica e fisiológica, permitindo a colonização de diversos habitats 

terrestres e aquáticos (PALLERONI, 1992), e são de grande interesse devido à sua 

importância em doenças de plantas e humanas, e seu potencial de crescimento em 

aplicações biotecnológicas (Figura 3). Desde que o gênero Pseudomonas foi 

descrito pela primeira vez, a atribuição às espécies dentro do gênero tem sido 

controverso (SILBY et al., 2011). Stanier et al. (1966) publicou um balanço completo 

da taxonomia de Pseudomonas spp., em grande parte determinado por fenótipos e 
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capacidades bioquímicas (SILBY et al., 2011). A resolução da sua estrutura 

intragenérica usando hibridação DNA-DNA (HDD), a análise das sequências de 

genes de rRNA e de “housekeeping” e sequenciamento multilocus (PALLERONI et 

al., 1973; MOORE et al., 1996; MAIDEN et al., 1998; GARDAN et al., 1999; ANZAI et 

al., 2000; YAMAMOTO et al., 2000; GORIS et al., 2007) têm ajudado na definição 

taxonômica e reorganização das espécies (PALLERONI & MOORE, 2004). 

Baseados principalmente em dados de estudos moleculares as estirpes que se 

pensava pertencer a Pseudomonas stricto sensu (na subclasse Gamma de 

Proteobacteria) foram separadas do gênero e colocadas nos gêneros Burkholderia, 

Ralstonia e Comamonas (Betaproteobacteria) (KERSTERS et al., 1996). 

 

 
Figura 3: A variedade funcional e ambiental de Pseudomonas spp. O ancestral 

comum do Pseudomonas encontrou uma gama de ambientes abióticos e 
bióticos que levou à evolução de uma infinidade de traços e estilos de 
vida com uma sobreposição significativa entre as espécies (SILBY et al. 
2011) 
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As pseudomonadas veem sendo relatadas devido sua capacidade de trocar 

informações genéticas através de transferência horizontal de genes (THG), através 

de fagos, plasmídeos, transposons e ilhas genômicas (IG), auxiliando na 

disseminação, bem como na evolução de novas vias metabólicas diversificadas 

(SILBY et al., 2011; PALIWAL et al., 2014). Estes processos permitem a 

sobrevivência prolongada de recursos genéticos. Destes elementos genéticos 

móveis (EGM), IG, especialmente, têm sido relatadas por codificar genes 

relacionados à versatilidade metabólica, patogenicidade e resistência a metais 

pesados pelos micro-organismos (BOIDY et al., 2009; JUHAS et al., 2009; PALIWAL 

et al., 2014). Essas capacidades poderiam ser exploradas através da 

bioaumentação genética na reprodução in situ da população nativa, que não só 

garante a sobrevivência de novos determinantes genéticos, mas também ajuda a 

melhorar a biorremediação (PALIWAL et al., 2014). 

Muitas pseudomonadas interagem com plantas e diversas espécies 

contribuem para a saúde da planta antagonizando micro-organismos fitopatogênicos 

de plantas (controle biológico) e influenciando diretamente a resistência a doenças 

de plantas e crescimento (promoção de crescimento vegetal) - ambos como 

endófitos de plantas (RYAN et al., 2008.) e como colonizadoras rizosféricas (HAAS 

& DEFAGO, 2005). Muitos metabólitos secundários produzidos por diferentes 

linhagens de Pseudomonas foram detectados e investigados por causa de sua 

atividade antimicrobiana (LEISINGER & MARGRAFF, 1979; SILBY et al., 2011). 

A biorremediação utiliza micro-organismos para degradar ou descontaminar 

áreas com metais pesados. A versatilidade nutritiva excepcional das pseudomonas, 

juntamente com a produção de biosurfactantes capazes de mobilizar 

hidrocarbonetos líquidos em fase não aquosa para uma fase aquosa (DESAI & 

BANAT, 1997), são fatores que as tornam excelentes candidatas para a 

biorremediação (SILBY et al., 2011). 

Pseudomonas aeruginosa é freqüentemente isolada em solos e águas 

subterrâneas contaminadas por petróleo (RIDGWAY et al., 1990). Pseudomonas 

putida foi estudada extensivamente em biotecnologia ambiental por causa de suas 

capacidades na biorremediação de resíduos orgânicos tóxicos, incluindo compostos 

de hidrocarbonetos aromáticos (LOH & CAO, 2008). Outras espécies de 
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Pseudomonas identificadas com propriedades de biorremediação incluem P. 

mendocina (WHITED & GIBSON, 1991) e P. stutzeri (GRIMBERG, 1996). 

Pseudomonas fluorescens são geralmente consideradas como comensais de 

plantas e têm sido estudadas por suas propriedades de biocontrole e promoção de 

crescimento vegetal (HAAS & DEFAGO, 2005). Pseudomonas putida KT2440 é uma 

bactéria do solo que se associa às plantas, a qual despertou interesse 

biotecnológico devido suas propriedades de biodegradação (SILBY et al., 2011).  

Devido às diversas propriedades benéficas apresentadas pelos micro-

organismos e pelo pouco conhecimento da microbiota habitante da torta de filtro, 

utilizamos o gene 16S que é atualmente, o alvo mais importante de estudo em 

ecologia bacteriana (VĚTROVSKÝ & BALDRIAN, 2013) e a isoenzima α-esterase 

para caracterizar e identificar os isolados bacterianos desse subproduto do setor 

agroenergético. 

  

 2.8 O uso do gene 16S rRNA e da isoenzima α-esterase na identificação 
bacteriana 

 
 

Os estudos com o gene 16S rRNA foram iniciados por Carl Woese que 

argumentou que esta molécula era um excelente marcador molecular (ATLAS & 

BARTHA, 1998; PEDRINHO, 2009). Os RNAs ribossomais estão entre as 

macromoléculas mais conservadas evolutivamente em todos os seres vivos. Estas 

regiões conservadas estão alternadas entre 9 regiões variáveis (V1 a V9).  

 Seu papel funcional no sistema de processamento de informações deve ter 

sido bem estabelecido nos primeiros ancestrais comuns de Bactéria, Arquea e 

Eucaria. Os genes dos rRNA em todos os organismos contemporâneos partem de 

um ancestral comum e eles não parecem submeter-se à transferência lateral de 

gene entre espécies. Por causa das unidades funcionais, grandes porções nos 

genes rRNA são bem conservadas e suas sequências podem ser usadas para medir 

distâncias filogenéticas, mesmo entre os organismos mais distintamente 

relacionados. Variações nas sequências dos nucleotídeos do gene de rRNA são 

indícios de mudanças evolucionárias. Resultados de filogenia baseados nas análises 
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do gene 16S rRNA revelaram separação dos domínios Bactéria, Archaea e Eucaria. 

Estudos filogenéticos moleculares proporcionam uma ideia de evolução em grande 

escala; quando vista desta maneira mostram a importância dos micro-organismos na 

história evolutiva da vida na Terra, que não pode ser ignorada (ATLAS & BARTHA, 

1998; PEDRINHO, 2009).  

O gene 16S rRNA é composto por um conjunto de aproximadamente 1550 

nucleotídeos (WOESE et al. 1987; PAIXÃO, 2009). Esse gene vem sendo 

amplamente utilizado na elucidação da diversidade e filogenia dos microrganismos. 

Este marcador é tão seguro e aceito pela comunidade científica que um banco de 

dados específicos para o gene 16S rRNA, o Ribosomal Database Project (RDP) foi 

criado e encontra-se disponível para pesquisa e consulta no endereço: 

http://rdp.cme.msu.edu/ (COLE et al. 2014) 

Assim como o 16S, a utilização das isoenzimas tem desempenhado papel 

importante na caracterização e identificação de diversas espécies, principalmente 

dos indivíduos pertencentes a uma mesma espécie, como no caso das variedades. 

De maneira simplificada, as isoenzimas podem ser consideradas variações de uma 

dada enzima dentro de um organismo, que apresentam uma mesma especificidade 

de substrato. Assim sendo, a variação específica em número, composição e 

atividade das isoenzimas em cada sistema enzimático, permite a diferenciação entre 

variedades (LARSEN, 1969). 

Várias são as enzimas utilizadas para caracterização e identificação de 

diversas espécies, tais como: esterases, superóxido dismutase, álcool 

desidrogenase, glicose - 6 - fosfato desidrogenase, entre outras. As funções de cada 

enzima variam, sendo as esterases enzimas capazes de hidrolisar ligações do tipo 

éster de uma grande variedade de substratos, estas são classificadas em α-

esterases, β-esterases e Ϲ-esterases (BASTOS, 2001). 

A partir da inferência dada por essas e por outras técnicas moleculares, várias 

bactérias promotoras do crescimento de plantas, solubilizadoras de fosfato e 

resistentes a metais pesados, já foram descritas em diferentes ambientes. Nesse 

estudo, utilizamos esses marcadores moleculares para identificar bactérias isoladas 

da torta de filtro, um subproduto do setor agroenergético. 
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 2.9 Feijão guandu (Cajanus cajan): uma planta multiuso 
 

 

O feijão guandu [Cajanus cajan (L.) Millspaugh] pertence à família Fabaceae, 

subfamília Faboideae, uma leguminosa arbustiva anual ou semiperene é uma cultura 

importante para diversos países dos trópicos e subtrópicos, principalmente os países 

asiáticos e africanos. A sua origem ainda é motivo de controvérsia, divergindo entre 

o Continente Africano e a Índia (NENE & SHEILA, 1990; VAN DER MAESEN, 1990). 

Esta leguminosa foi introduzida no Brasil provavelmente pela rota dos escravos, nos 

navios negreiros procedentes da África, tornando-se largamente distribuída e 

seminaturalizada na região tropical (SEIFFERT & THIAGO, 1983). 

O Cajanus cajan possui os seguintes nomes comuns nos mais variados 

lugares do globo: Guandul, paraguayo, sachacafé, falso café, arveja (Argentina), 

feijão guandu, guandu (Brasil), quinchoncho (Venezuela), frijol de árbol (México), 

cumandái (Paraguai), red gram, tur, arhar, dahl (Índia), pigeon pea (Austrália), pois 

d’angole (países de língua francesa), puerto rican bean, pigeon pea (Havaí) 

(Azevedo et al., 2007) 

Encontrada com freqüência em todo o Brasil, esta leguminosa pode ser 

observada principalmente nos quintais domésticos de muitas cidades do interior. 

Esta popularidade está relacionada com a palatabilidade de seus grãos verdes, 

podendo substituir ervilhas enlatadas. Seus grãos secos podem ser empregados da 

mesma forma que o feijão comum para o consumo humano, além de serem 

avidamente consumidos por aves domésticas (SEIFFERT & THIAGO, 1983). 

Com utilização bastante diversificada, a cultura do feijão guandu pode ser 

usada para os mais diversos fins: como planta melhoradora de solos, na 

recuperação de áreas degradadas, como planta fitorremediadora, na renovação de 

pastagens, na alimentação de animais domésticos e da pecuária, também 

largamente utilizada na alimentação humana (AZEVEDO et al., 2007) por apresentar 

na sua composição um elevado teor proteico, semelhante a outras leguminosas e 

por sua composição ser rica em aminoácidos, semelhante ao feijão comum 

(Phaseolus vulgaris L.). 

O feijão guandu constitui-se em uma das plantas de maior uso como 

adubação verde, por que além de possuir um sistema radicular profundo e 
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ramificado que, torna-o capaz de resistir ao estresse hídrico, possibilita-o romper 

camadas adensadas de solos, como “pé de arado”. Devido a isso, o guandu é 

chamado de arado biológico, e tem se destacado com relação às melhorias na 

fertilidade do solo (SEIFFERT & THIAGO, 1983; ALCÂNTARA et al., 2000; 

RODRIGUES FILHO et al., 1996; AZEVEDO et al., 2007). 

Essa leguminosa tem sido uma opção promissora para a recuperação de 

áreas degradadas, sendo utilizada em diversos trabalhos, com resultados 

significativos (BELTRAME & RODRIGUES, 2007; FARIA & CAMPELLO, 2000; 

IBAMA, 1990; NASCIMENTO & SILVA, 2004), além de poder ser usada como 

fitorremediadora (PIRES, et al., 2003, 2006; PELEGRINI et al., 2003) e na 

alimentação humana por apresentar na sua composição um elevado teor proteico, 

semelhante a outras leguminosas. A sua composição em aminoácidos é semelhante 

ao feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) (AZEVEDO et al. 2007).  

  

3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 3.1 Fluxograma Experimental: 
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  3.1.1 Coleta de solo  
 

A coleta foi realizada no dia 22 de janeiro de 2013, na Usina Santa Fé S.A., 

no município de Nova Europa-SP (Latitude: -21.7783, Longitude: -48.5593 21° 46′ 

42″ Sul, 48° 33′ 33″ Oeste), em três diferentes pontos da torta de filtro que se 

encontrava a temperatura ambiente, sendo assim caracterizada como uma semi-

compostagem. As amostras foram coletadas, identificadas, acondicionadas em caixa 

térmica contendo gelo seco e encaminhadas ao Departamento de Tecnologia, da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, Câmpus de Jaboticabal-SP (FCAV), 

onde foram realizadas as análises. 

 
 
 3.2 Isolamento bacteriano 
 

Inicialmente foi produzida uma suspensão de 10 g do composto em 90 mL de 

água destilada estéril que permaneceu sob agitação a 160 rpm, a 28°C, durante 1h. 

Em seguida, 1,0 mL desta mistura foi transferido para tubos estéreis, contendo 9,0 

mL de solução salina (NaCl – 0,85%) e cicloheximida [300 µg/mL] (PANTHIER et al., 

1979) agitados nas mesmas condições anteriores. Após agitação, foi realizada 

diluição seriada das células contidas na suspensão, transferindo-se 100 µL de cada 

diluição para placas de Petri, contendo meio sólido DYGS (RODRIGUEZ NETO et 

al., 1986) que ficaram inoculadas em estufa tipo “BOD”, a 30°C, por 48 h. Após 

purificação, as colônias individuais foram suspensas em caldo nutriente contendo 

20% de glicerol e armazenadas em ultrafreezer à -80°C.  

 

 3.3 Extração de isoenzima 
 

Depois do crescimento em DYGS líquido, as células bacterianas foram 

lavadas com solução salina e, em seguida centrifugadas (centrifuga RC5C Sorvall 

Instruments), à temperatura de 4ºC a 16.266 x g, durante 30 minutos. Após 

centrifugação, o precipitado foi lavado com solução salina (NaCl - 0,85%) por duas 

vezes para remoção do meio de cultura, em seguida, ressuspendido em solução 
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salina novamente até se obter 400 Kletts de densidade óptica. Dessa suspensão 

bacteriana, alíquotas de 4 mL foram retiradas e centrifugadoas a 16.000 x g durante 

5 minutos e as células foram ressuspendidas em 0.5 mL de tampão de extração 

(temperatura ambiente) (Tabela 6), seguidas de centrifugação a 16.000 x g durante 

5 minutos e novamente em 0.5ml do tampão, contendo 1 mg/ml de lisozima, 

ressuspensas. Em seguida, foram incubadas durante 10 minutos à temperatura 

ambiente, centrifugadas a 16.000 x g durante 5 minutos e ressuspendidas em 0,5ml 

de tampão de sonicação, onde novamente adicionou os componentes no Tris gelado 

(Tabela 7). As amostras foram sonicadas (banho de gelo) em Sonicador Branson 

Sonifer mod. 250 acoplado de micro tip, durante 5 minutos (com duty cycle 10 e 

output 5 (20W). As amostras foram centrifugadas a 16.000 x g à 4ºC durante 20 

minutos e o sobrenadante foi coletado (isoenzimas), para posterior análise 

eletroforética. 

 

 
Tabela 6: Solução tampão de extração (quantidade suficiente para 100ml) 
Componente                                                                          Quantidade 
Acetato de Magnésio 5mM      0,1g 
Glicerol a 15%        15g 
2-Mercaptoetanol 0,1%       100µl 
Tris - HCl 0,1M        1,21g 
pH          7,2 
 
 
 
Tabela 7: Solução tampão de sonicação (quantidade suficiente para 100ml) 
Componente                                                                          Quantidade 
Glicerol 15%        15g 
Tris – HCl 0,1M        1,21g 
pH          8,8 
 
 
  

 3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida 
 

 

Para a eletroforese das isoenzimas em gel de poliacrilamida, foram utilizados 

géis de separação (Tabela 8) a 10%, de concentração (Tabela 9) a 5%, preparados 
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e montados entre placas de vidro de 105 x 80mm, com espaçador de 1mm. No 

processo eletroforético, foi utilizado cubas especiais “Sigma – Chemical C.O.” 

preenchidas com tampão de corrida (Tabela 6). A eletroforese foi realizada em 

câmara fria sob corrente de 500 mA à 200V (Fonte Bio-Rad, Model 1000/500, Power 

Supply) durante aproximadamente cinco horas e no gel foi aplicado cerca de 25ul de 

isoenzima referente a cada amostra. 

 

 
Tabela 8: Solução gel de separação a 10% 
Componente                                                                          Quantidade 
Tris – HCl 2,25 M         4,90 ml 
Acrilamida: Bis Acrilamida       9,80 ml 
Temed         40µl 
Persulfato de Amônio a 10%      350µl 
Água          14,95 ml 
pH           8,8 
 
 
 
Tabela 9: Solução gel de concentração a 5% 
Componente                                                                          Quantidade 
Tris 0,5 M        4,0ml 
Acrilamida: Bis Acrilamida      2,66ml 
Temed        30µl 
Persulfato de Amônio a 10%     150µl 
Água         9,20ml 
pH         6,8 
 
 
Tabela 10: Solução tampão de corrida (quantidade suficiente para um litro) 
Componente                                                                          Quantidade 
Glicina 0,096 M       7,1g 
Tris – HCl 0,0125 M      1,5g 
pH         7,9 
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    3.4.1 Detecção isoenzimática 
 
 
A revelação das bandas da isoenzima no gel foi realizada segundo as 

metodologias descritas por PASTEUR et al. (1988) e ALFENAS et al. (1991). 
Utilizando o seguinte revelador: 

 

  3.4.2 Alfa-esterase 
 

� Tampão fosfato 0,1M – 100ml (pH 6,2) 

� Fast Blue (0,12g) – 100ml 

� Alfa – nafitilacetato – 70mg 

Ao tampão fosfato foram misturados o Fast Blue e o Alfa-nafitilacetato e após 

agitação rigorosa foram adicionados ao gel. O tempo de coloração variou de 30 a 40 

minutos (PASTEUR et al, 1988). 

 
 
 3.5 Extração e quantificação do DNA  
 

 A bactéria cresceu em meio DYGS durante 48 h, a 28º C, sob agitação 

constante de 160 rpm. Após este período, a suspensão bacteriana foi centrifugada a 

15,294 x g durante 15 min à temperatura ambiente. O precipitado foi utilizado para 

extração de DNA de acordo com Marmur (1961), adaptado. O pellet celular (0.05g) 

foi ressuspenso em 400 μL de solução salina 0.85%. Adicionado 40 μL de solução 

lisozima (20 mg/mL), o eppendorf agitado em vórtex e acrescentado 13 μL de 

solução RNAse (10 mg/mL). Os eppendorfs foram deixados em banho maria a 37ºC 

por 2 horas (agitados cuidadosamente por inversão do tubo, ocasionalmente). Ao 

serem retirados do banho, foram acrescentados 44 μL de SDS a 20% e agitados 

manualmente por 5 minutos. Acrescentado 158 μL de solução acetato de Sódio 3M 

e agitados manualmente por 5 minutos. Adicionado 650 μL de clorofórmio: Álcool 

Isoamílico (24:1) gelado, os eppendorfs agitados manualmente por 5 minutos. As 

amostras foram centrifugadas a 15.294 x g, por 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante 

coletado e a lavagem com clorofórmio, repetida. Após, foram coletada novamente a 

fase superior, acrescentados dois volumes de etanol absoluto gelado e os tubos 

foram misturados por inversão. As amostras foram incubadas a -80ºC, por 20 
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minutos. Em seguida, centrifugadas a 15.294 x g, por 30 minutos, a 4ºC, o 

sobrenadante descartado, adicionado 1 mL de Etanol 70% onde fez-se uma 

lavagem do DNA. O etanol foi descartado e os eppendorfs invertidos sobre papel 

toalha e depois levados para o fluxo laminar, onde obteram uma total secagem. 

Após secos, o pellet foi ressuspenso em 100 μL de TE (10:1). A qualidade e 

integridade do DNA foram verificadas através da análise eletroforética em gel de 

agarose 0,8%.  

 

 3.6 PCR de amplificação e sequenciamento do gene 16S rRNA 
 
 

 Os DNAs foram amplificados pela reação em cadeia da polimerase (PCR) 

com oligonucleotídeos iniciadores específicos para o gene 16S rRNA pA (5'- AGA 

GTT TGA TCC TGG CTC AG - 3') e pc5b  ( 5'-TAC CTT GTT ACG ACT T-3"),   

descritos por Kuske et al., (1997). As reações de PCR continham 10 mM de dNTPs, 

10 pmol de cada iniciador, MgCl2 a 2 mM, Tampão de PCR 1X [20 mM Tris-HCl (pH 

8,4), 50 mM KCl], 1,25 U de Taq DNA polimerase (Fermentas ®) e 60 ng de DNA 

genômico, q.s.p. (quantidade sufuciente para) 20ul. A PCR foi realizada no Gene 

Amp PCR System 9700 termociclador (Applied Biosystems ®), utilizando um passo 

inicial de desnaturação a 94º C durante 2 minutos, seguido por 30 ciclos de 

desnaturação a 94º C durante 30 segundos, hibridação a 50º C durante 30 

segundos, seguidos de uma extensão final de 72°C, por 1 minuto.  

 As reações de sequenciamento foram realizadas em microplacas utilizando o 

kit “DNA Sequencing-Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready ABI Prism” 

Versão 3. Utilizando-se: 1 �L dos terminadores Big Dye; 5 pmoles dos 

oligonucleotídeos iniciadores; 50 ng de DNA genômico; 4 �L de tampão 2,5 X (400 

mM Tris-HCl, pH 9; 10 mM MgCl2);  H2O mili-Q estéril (qsp) 10 �L. A amplificação foi 

feita utilizando um passo inicial de desnaturação a 96º C durante 2 minutos, seguido 

por 40 ciclos de desnaturação a 94º C durante 10 segundos, hibridação a 53º C 

durante 5 segundos, seguidos de uma extensão final de 60°C, por 4 minutos. As 

reações de sequenciamento foram purificadas por precipitação do etanol. Em 

seguida, as amostras foram ressuspendidas com 9 �L Hi-Di Formamide – Catálogo 
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– P/N 4311320 (ABI Prism) e desnaturadas a 95ºC por 5 minutos. O 

sequenciamento do DNA foi realizado no sequenciador capilar modelo ABI 3100 – 

Perkin Elmer. 

  

 3.7 Análise das sequências 
 
A partir dos eletroferogramas gerados pelo sequenciamento, foi feita uma 

seleção das sequências adequadas a partir do programa Phred/Phrap (GORDON et 

al., 1998), o qual analisou a qualidade das sequências, gerando arquivos no formato 

“fasta”, onde o nível de exigência mínima foi de 300 bases com qualidade Phred 

maior ou igual a 20 (EWING et al., 1998). Os contigs das sequências foram 

submetidos à consulta de similaridade de nucleotídeos, com sequências depositadas 

no banco de dados GenBank acessado através do “site” do NCBI (“National Center 

for Biotecnology Information”). A ferramenta utilizada para consulta foi o BLAST local 

- “Basic Local Alignment Search Tools” (ALTSCHUL et al., 1997).  

 

 3.8 Construção do dendrograma  
 

Para a construção do dendrograma a partir da sequência (F) do isolado      

JAB-47, destaque nos testes de resistência ao Cd, solubilização de fosfato e 

produção de ácido indol acético, o eletroferograma teve a qualidade avaliada pelo 

Phred e uma busca por estrutura quimérica foi realizada a partir do Dechiper 

(WRIGHT et al. 2012). A busca de sequências similares foi realizada com o 

Megablast (NCBI) (McGINNIS & MADDEN) e SeqMatch (RDP II) (MAIDAK et al. 

2000) . A classificação taxonômica foi realizada com o Classifier (RDP II) utilizando 

corte de confiança de 95% para classificação em nível de gênero. O conjunto de 

sequências utilizadas para a comparação com a sequência JAB47(F), foram 

recuperadas a partir do GenBank (BENSON et al. 2006). Após o alinhamento no 

Clustal W disponível no BioEdit 7.0.9.0, a árvore foi construída utilizando o programa 

Mega 5.05. Para tanto, foi empregado o método de Neighbor-joining, bootstrap para 

1.000 réplicas, matriz de substituição de nucleotídeos Jukes-Cantor e opção 
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Pairwise deletion. Nos ramos do dendrograma, foram considerados apenas valores 

de suporte acima de 70%.  

 3.9 Resistência ao metal pesado 
 
 Para a determinação de resistência ao MP, foi utilizada a técnica da 

concentração inibitória mínima (CMI). As bactérias foram inoculadas em meio DYGS 

sólido acrescidos de 0,1; 1,5 e 3,0 mM de CdCl2 (cloreto de cádmio) (Symanski, 

2005) e incubadas em BOD a 28° C, durante 96 h. Após esse período foi avaliada a 

capacidade de desenvolvimento das bactérias. Assim, as bactérias que se 

desenvolveram no meio sólido contendo CdCl2 foram consideradas resistentes. 

 

 3.10 Efeito da presença de Cd nas curvas de crescimento 
 
 

O efeito da presença de cádmio no crescimento bacteriano foi determinado 

medindo a densidade óptica a 600 nm. Uma colônia de 24 h foi inoculada em 

“erlenmeyer”, com capacidade para 125 mL, contendo 50 mL de meio líquido DYGS, 

e incubado em agitador rotatório 140 rpm, 29 °C por 24 h, ou seja, até obtenção de 

uma suspensão com leitura de densidade óptica (DO 600) igual a 1,50. Alíquotas 

das culturas correspondentes a 0.2% (v/v) foram transferidas para “erlenmeyer” de 

125 mL contendo 50 mL do meio líquido com e sem a presença do metal e 

incubadas a 29°C, sob agitação a 140 rpm. Para obter a taxa de crescimento, 

amostras de curso de tempo o meio de cultura foram retiradas em intervalos de 

tempo apropriados, e o crescimento celular foi monitorado através da medição da 

densidade óptica a 600 nm (DO 600). Os meios de cultivo foram centrifugados 

(16000 x g, 4° C, 20 min) e as amostras analisadas por DO antes da centrifugação. 

Após a centrifugação as células foram ressuspendidas em solução salina 0.85% e 

DO superiores a 1,0, foram diluídas (1:3) antes da leitura. As leituras de DO foram 

realizadas colocando a amostra (diluída ou não) num cuvete (1 ml), que foi 

digitalizada utilizando um espectrofotômetro. Os resultados foram apresentados 

como o crescimento relativo em comparação com o crescimento em meio isento de 

metal. 
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 3.11 Avaliação da solubilização de fosfato  
 

 O teste de solubilização do fosfato foi realizado quanto à capacidade in vitro 

em solubilizar fosfato pelo uso do meio sólido NBRIP (NAUTIYAL, 1999) contendo 

fosfato insolúvel adicionado de azul de bromotimol (C27H28Br2O5S - 624,38 g.mol-1) 

para indicação do pH. Os isolados foram incubados a 28°C por 7 dias e as medições 

do halo e da colônia foram realizadas a partir das 24h de incubação, todos os dias 

no mesmo horário até a colônia cessar crescimento ao sétimo dia. Como controle 

positivo foi utilizada a cepa de Azospirillum brasiliense Vi22 (Ambrosini et al, 2011). 

O halo de solubilização foi estimado subtraindo-se o diâmetro da colônia. 

 

 3.12 Determinação colorimétrica do AIA 
  
 A produção de ácidol indol acético das estirpes bacterianas foi determinada 

segundo a metodologia colorimétrica em microplacas descrita por SARWAR & 

KREMER (1995). A produção de ácidol indol acético das estirpes bacterianas foi 

determinada segundo a metodologia colorimétrica descrita por SARWAR & 

KREMER (1995). Dois mililitros de suspensão bacteriana com densidade ótica 

ajustada (D.O.=0,5) foram inoculadas em frascos erlenmeyer contendo 28 mL de 

meio de cultivo, acrescido de 1 mL de solução de triptofano (3 mg.mL-1). Os frascos 

foram incubados a 30ºC no escuro e sob agitação constante. A quantificação foi 

realizada 24, 48 e 72h após a inoculação. Uma alíquota de 150 μl de cada cultura e 

100 μl do reagente de Salkowisk (1mL de FeCl3.6H2O 0,5M em 50 mL de HClO4 

35%) foram colocados em poços de microplacas de poliestireno e incubados no 

escuro por 30 minutos. A absorbância foi medida em espectrofotômetro a 492 nm e 

a concentração de AIA estimada através de uma curva padrão com concentrações 

conhecidas de AIA. Foram utilizadas duas repetições para cada estirpe bacteriana 

além de um meio de cultura estéril como controle. 
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 3.13 Inoculação e avaliação das sementes estressadas por Cd 
 

 Neste teste, somente a bactéria que obteve destaque nas avaliações 

anteriores foi submetida. A bactéria foi crescida em meio DYGS líquido, a 28° C, a 

150 rpm, durante 48 h. Após esse período uma parte desse meio contendo células 

da bactéria foi misturada a três partes de PVP (polivinilpirrolidona). A essa mistura 

foi adicionadas sementes de feijão guandu desinfetadas com etanol 70% (três 

lavagens de 5 minutos cada) e hipoclorito de sódio 3% (três lavagens de 3 minutos 

cada). As sementes inoculadas foram colocadas para germinar em recipientes 

plásticos, sobre papel filtro. Os tratamentos com quatro repetições cada, 

constituíram-se de H2O (controle) e solução a 1,0 mMol de CdCl2,  tanto para as 

sementes inoculadas, quanto para as não inoculadas. Foi aplicado um fotoperíodo 

de 12 h e a germinação foi avaliada a cada 24 h, durante 7 dias. Após 20 dias foram 

separadas a parte aérea e raiz das sementes. A seguir, os materiais acondicionados 

em sacos de papel e identificados foram levados à estufa com circulação de ar 

durante 72 h a 55° C.  

 

 3.14 Dosagem de Cd 
  

 Após as amostras estarem secas e moídas foi realizada uma digestão nitro 

percloríca, descrita por Griepink & Tolg (1989). A digestão total das amostras foi em 

seguida encaminhada para o Laboratório Central da FCAV, para que a leitura fosse 

realizada em um espectrofotômetro de absorção atômica – GBC 932 AA. 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 4.1 Coleta, Isolamento e identificação dos Isolados 
 

O processo de isolamento das bactérias da torta de filtro foi eficiente. O 

número total de isolados rizosféricos obtidos pela metodologia adotada foi de 55 

isolados, dos quais 46 apresentaram padrão de bandas para a isoenzima α-esterase 

(Figura 4). A partir da análise no perfil de bandas, 16 isolados foram descartados por 
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apresentarem alto grau de semelhança. Assim, os padrões mais diversificados e os 

que não apresentaram especificidade para esse substrato, foram submetidos à 

identificação pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. 

 

 

Figura 4: Sistema isoenzimático α-esterase em gel de poliacrilamida. Gel A: 
Isolados JAB-01 ao JAB-20. Gel B: Isolados JAB-21 ao JAB-42. Gel C: 
Isolados JAB-39 ao JAB-55. Mostrando as diferenças, semelhanças e 
ausência nos padrões de bandas. 

 

O meio DYGS por ser um meio rico e de rápido crescimento, mostrou-se 

eficaz para o desenvolvimento de isolados bacterianos da torta de filtro. 

O método de extração do DNA utilizado foi considerado adequado e gerou 

material genético de boa qualidade e bom rendimento para a maioria dos isolados 

(Figura 5) 

 
Figura 5: Perfil eletroforético de alguns dos isolados da torta de filtro, em gel de 

agarose 0,8% contendo Brometo de etídeo (0,5 mg/μL). Canaletas: Kb - 
padrão de tamanho molecular (1 Kb Gene Ruler DNA Ladder - 
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Fermentas). As demais canaletas correspondem aos isolados JAB-01 ao 
JAB-28. 

A reação de PCR foi realizada com os DNAs obtidos juntamente com os 

oligonucleotídeos específicos para o gene 16S rRNA, gerando fragmentos com 1500 

pb, sendo adequado para o sequenciamento (Figura 6). As sequências obtidas 

foram submetidas à análise de similaridade de nucleotídeos com o banco de dados 

GenBank para que pudessem ser identificadas e classificadas. 

 

 
Figura 6: Perfil eletroforético de fragmentos de DNA gerados pela amplificação do 

DNA de alguns dos isolados da torta de filtro, pelos oligonucleotídeos 
iniciadores específicos para o gene 16S r RNA pA e p65B, em gel de 
agarose 1% contendo Brometo de etídeo (0,5 mg/μL). Canaletas Kb – 
padrão de tamanho molecular (1 Kb Gene Ruler DNA Ladder – 
Fermentas). Demais canaletas correspondem aos isolados JAB-30 ao 
JAB-46. 

 

 

 A análise pelo “Blast” permitiu que as sequências pudessem ser classificadas 

taxonomicamente. Os resultados entre as sequências obtidas em relação às do 

banco de dados apresentaram entre 90-96% de similaridade, o que indica 

confiabilidade para os resultados encontrados (Tabela 11). 
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Tabela 11: Classificação dos isolados bacterianos 
Sigla do 
isolado 

“Blast” Similaridade 

JAB-01 Bacillus sp 92% 
JAB-04 Lysinibacillus sp 95% 
JAB-05 Bacillus sp 90% 
JAB-06 Brevibacillus sp 95% 
JAB-07 Brevibacillus sp 94% 
JAB-08 Brevibacillus sp 94% 
JAB-09 Lysinibacillus sp 91% 
JAB-10 Brevibacillus sp 96% 
JAB-11 Paenibacillus sp 91% 
JAB-14 Microbacterium sp 94% 
JAB-18 Bacillus sp 93% 
JAB-19 Bacillus sp 94% 
JAB-20 Staphylococcus sp 93% 
JAB-21 Bacillus sp 90% 
JAB-24 Bacillus sp 94% 
JAB-26 Bacillus sp 92% 
JAB-27 Bacillus sp 93% 
JAB-28 Bacillus sp 94% 
JAB-29 Bacillus sp 94% 
JAB-33 Bacillus sp 91% 
JAB-34 Bacillus sp 91% 
JAB-35 Bacillus sp 91% 
JAB-36 Bacillus sp 94% 
JAB-37 Bacillus sp 94% 
JAB-40 Bacillus sp 92% 
JAB-44 Bacillus sp 91% 
JAB-45 Bacillus sp 92% 
JAB-46 Pantoea sp 91% 
JAB-47 Pseudomonas sp 96% 
JAB-48 Bacillus sp 91% 
JAB-50 Bacillus sp 92% 
JAB-51 Acinetobacter sp 93% 
JAB-52 Bacillus sp 93% 
JAB-53 Bacillus sp 94% 
JAB-54 Bacillus sp 93% 
JAB-55 Bacillus  sp 92% 
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 4.2 Dendrograma de similaridade 
 
 
 Para montagem do dendrograma de similaridade, utilizou-se apenas a 

sequência (F) do isolado JAB-47, que foi o utilizado para inoculação em sementes 

de feijão guandu. A partir deste foi possível confirmar que a sequência obtida a partir 

do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, pertence ao gênero Pseudomonas, 

com 91% de similaridade com a bactéria P. putida S16 (TANG et al. 2012), uma 

bactéria com habilidade para degradar nicotina.  

 

 
Figura 7: Dendrograma de similaridade a partir da sequência F do isolado JAB-47. 
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 4.3 Avaliação da concentração mínima inibitória (CMI) do Cd para os 
isolados 
 

A partir do meio sólido DYGS, acrescido de duas diferentes concentrações 

(1,5 e 3,0 mM) de CdCl2, o isolado JAB47 mostrou bom desenvolvimento quando 

submetido à concentração de 1,5 mM (Figura 8A, 8C) e quando exposto a 3,0 mM 

seu crescimento foi inibido (Figura 8B, 8D). Essa inibição foi verificada para todos os 

isolados testados. 

 

 
Figura 8: Desenvolvimento bacteriano em meio de cultura contendo Cd 

 

Dourado et al. (2013), trabalhando com isolados rizosféricos de solo cultivado 

com árvores de café, contaminado artificialmente, selecionou em meio de cultivo, 

bactérias tolerantes a 5,0 mM de CdCl2, incluindo Arthrobacter, Leifsonia, 

Mycobacterium, Methylobacterium, Bosea, Burkholderia, Pantoea e Pseudomonas.  

Na literatura disponível, não foi encontradas referências para bactérias 

tolerantes ao cádmio que tenham sido isoladas da torta de filtro.  
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Tabela 12: Concentração mínima inibidora do desenvolvimento bacteriano 
Isolado CdCl2 

0,1 mM 
CdCl2 

1,5 mM 
CdCl2 

3,0 mM 
JAB-01 + + - 
JAB-04 + - - 
JAB-05 + + - 
JAB-06 + - - 
JAB-07 + + - 
JAB-08 + - - 
JAB-09 + + - 
JAB-10 + - - 
JAB-11 + - - 
JAB-14 + - - 
JAB-18 + - - 
JAB-19 + - - 
JAB-20 + - - 
JAB-21 + + - 
JAB-24 + + - 
JAB-26 + + - 
JAB-27 + + - 
JAB-28 + - - 
JAB-29 + - - 
JAB-33 + - - 
JAB-34 + - - 
JAB-35 + - - 
JAB-36 + - - 
JAB-37 + + - 
JAB-40 + - - 
JAB-44 + - - 
JAB-45 + + - 
JAB-46 + + - 
JAB-47 + + - 
JAB-48 + - - 
JAB-50 + + - 
JAB-51 + + - 
JAB-52 + - - 
JAB-53 + - - 
JAB-54 + + - 
JAB-55 + - - 

                              * (+) presença de colônia (-) ausência de colônia 
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 4.4 Efeito da presença do Cd nas curvas de crescimento 

 
 Os resultados obtidos nesta etapa, que teve como objetivo avaliar o efeito do 

metal no crescimento de células de Pseudomonas, isolado JAB-47, estão 

apresentados na Figura 9. Foi observado que na presença do Cd em meio líquido 

DYGS, suplementado com 0,15 mM de CdCl2, houve uma inibição do crescimento, 

porém em meio DYGS solidificado, o isolado se desenvolveu em 1,5 mM de CdCl2. 

 
 

 
Figura 9: Curva de crescimento da bactéria Pseudomonas cultivada em meio líquido 

DYGS na presença e ausência de Cádmio. Onde: → ponto início diluição 
da amostra (1:3). 

 
   

Dourado et al. (2013), a partir de uma curva demonstrou que o crescimento 

da Burkholderia sp. SCMS54 foi mais lento quando suplementado com 0,3 mM de 

CdCl2 e nenhum crescimento foi observado em tratamento com 1,28 mM, porém em 

meio sólido, foi observado crescimento com 5,0 mM de CdCl2.  
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 4.5 Seleção das bactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico 
 

 O Pseudomonas foi o que mais se destacou diante a solubilização 

desde as primeiras 24h, formando um halo em média de 37 mm (Figura 

10A), bem evoluído em relação aos 4,0 mm do controle positivo (Figura 

10B).  Assim, o meio NBRIP foi útil para detectar a capacidade de 

solubilização de fosfato pelos isolados, porém não favorecendo o 

Azospirillum brasiliense (controle). Outros isolados se destacaram para essa 

seleção, fato que pode estar relacionado aos altos níveis de fósforo 

(PRADO et al., 2013) que são encontrados na torta de filtro, local de onde 

estes foram isolados.  

  

 
Figura 10: Formação do halo de solubilização no sétimo dia de crescimento 

bacteriano. Ao lado esquerdo pelo isolado JAB-47 e ao lado direito pelo 
controle positivo. 

 
 

 O meio NBRIP foi útil para detectar a capacidade de solubilização de 

fosfato pelos isolados, uma vez que na sua presença os isolados positivos 

ao teste formaram um halo transparente que foi indicativo de solubilização 

(Figura 11). A coloração tanto da colônia, quanto do meio não foi alterada, o 

que comprova que a formação do halo não foi devido às mudanças no pH.  
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Figura 11: Outros isolados que foram destaque para o teste de solubilização de 

fosfato. Esses pertencentes aos gêneros Bacillus (JAB-40 e JAB-52) e 
Pantoea (JAB-46) 

 
  

 

 Dentre vários gêneros bacterianos capazes de solubilizar o fosfato, 

Park et al. (2009) e Meyer et al. (2011), destacaram a habilidade do 

Pseudomonas.  

 A presença dessas BSF na torta de filtro é de suma importância, uma 

vez que o fósforo existente nesse composto é orgânico e sua liberação, se 

dá gradativamente por mineralização e por ataque de micro-organismos no 

solo (SANTOS et al., 2011). Na mineralização da torta de filtro, assim como 

de outras fontes de matéria orgânica, os micro-organismos produzem 

substâncias quelantes e complexantes que reduzem a fixação do fósforo no 

solo e também podem produzir substâncias promotoras de crescimento 

radicular (DINARDO MIRANDA et al., 2010).  
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Tabela 13: Diâmetro da área solubilizada pelos micro-organismos em meio 
NBRIP 

Isolado Ø 
halo 
(24h) 
mm 

Ø 
halo 
(48h) 
mm 

Ø 
halo 
(72h) 
mm 

Ø 
halo 
(96h) 
mm 

Ø 
halo 

(120h) 
mm 

Ø 
halo 

(144h) 
mm 

Controle+ 1,0 1,5 2,3 2,9 3,5 4,0 
JAB-01 2,0 3,4 4,5 6,7 8,3 9,0 
JAB-04 3,5 4,7 5,3 6,1 7,2 8,0 
JAB-05 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
JAB-06 2,3 2,6 3,4 4,1 4,9 5,0 
JAB-07 2,7 3,1 3,5 3,8 3,8 4,0 
JAB-08 3,5 4,0 5,1 7,9 6,0 6,0 
JAB-09 5,0 5,3 6,7 10,0 11,0 11,0 
JAB-10 5,0 6,2 7,4 8,8 9,1 10,0 
JAB-11 4,0 4,7 5,8 6,7 7,8 9,0 
JAB-14 3,2 4,3 5,2 6,0 6,3 7,0 
JAB-18 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
JAB-19 6,0 6,7 7,5 8,9 10,8 12,5 
JAB-20 5,0 5,9 6,0 8,9 9,3 10,9 
JAB-21 4,0 5,6 7,6 7,6 7,6 7,6 
JAB-24 3,0 7,0 7,8 8,0 9,0 9,3 
JAB-26 1,0 3,0 3,4 3,4 3,5 3.6 
JAB-27 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
JAB-28 1,3 1,9 2,1 2,6 2,7 2,8 
JAB-29 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
JAB-33 1,9 1,9 2,3 2,9 2,9 3,0 
JAB-34 5,9 5,9 6,3 6,9 7,8 7,8 
JAB-35 1,9 1,9 2,7 3,5 4,0 4,8 
JAB-36 5,0 5,9 6,3 7,1 7,9 8,0 
JAB-37 5,0 5,3 5,9 6,9 7,2 8,9 
JAB-40 3.5 6,5 11,3 15,3 17,5 18,9 
JAB-44 3,9 6,4 6,8 7,2 8,9 9,1 
JAB-45 1,2 3,6 3,9 3,9 4,0 4,5 
JAB-46 3,6 6,7 12,0 13,8 14,6 15,0 
JAB-47 4,2 9,3 14,8 25,6 31,4 36,9 
JAB-48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
JAB-50 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
JAB-51 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
JAB-52 1,3 2,3 3,0 3,9 4,3 5,0 
JAB-53 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
JAB-54 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
JAB-55 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  

 4.6 Seleção das bactérias produtoras de AIA 

  
 A produção de AIA variou entre os isolados de acordo com a Tabela 

14. O gênero Pseudomonas obteve destaque, mantendo a produção do 

fitormônio em torno de 7,0 µg/mL-1, exceto nas primeiras 24h do seu 

crescimento. Isso pode ser porque nas primeiras horas a quantidade de 
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metabólitos secundários (SPAEPEN et al., 2007) que eleva a produção do 

hormônio é baixa ou até mesmo inexistente. Assim, foi essencial a 

realização de leituras em diferentes tempos. 

 Os resultados obtidos pelos isolados foram de encontro à técnica de 

quantificação de auxina pelo método de microplacas (Figura 12), proposta 

por Sawar & Kremer (1994), que obtiveram bactérias produzindo teores 

compreendidos entre 0,261 e 4,347 µg/mL-1 de proteína. 

 

  

 
Figura 12: Produção de AIA pelos isolados (colunas de 1 a 7). A coluna 8 refere-se 

a curva padrão. 

  

  

 A tabela 14 demonstra a variação na produção de AIA pelos isolados, 

nas diferentes horas do desenvolvimento bacteriano. 
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Tabela 14: Dosagens colorimétrica do AIA em diferentes estágios de cultivo 
em meio DYGS suplementado com 100 μg/mL de triptofano) 

Isolado 24h 
μg/mL-1 

48h 
μg/mL-1 

72h 
μg/mL-1 

JAB-01 1,0 3,0 4,0 
JAB-04 3,0 4,0 5,0 
JAB-05 1,0 2,0 2,0 
JAB-06 3,0 4,0 5,0 
JAB-07 5,0 7,0 7,0 
JAB-08 3,0 5,0 5,0 
JAB-09 5,0 7,0 7,0 
JAB-10 0,0 1,0 2,0 
JAB-11 0,0 2,0 2,0 
JAB-14 0,0 2,0 2,0 
JAB-18 0,0 2,0 2,0 
JAB-19 0,0 2,0 3,0 
JAB-20 0,0 1,0 3,0 
JAB-21 0,0 3,0 4,0 
JAB-24 0,0 3,0 4,0 
JAB-26 0,0 3,0 3,0 
JAB-27 0,0 1,0 2,0 
JAB-28 0,0 2,0 3,0 
JAB-29 0,0 2,0 3,0 
JAB-33 1,0 2,0 3,0 
JAB-34 1,0 2,0 3,0 
JAB-35 2,0 4,0 5,0 
JAB-36 2,0 4,0 5,0 
JAB-37 0,0 0,0 2,0 
JAB-40 0,0 0,0 2,0 
JAB-44 0,0 0,0 3,0 
JAB-45 0,0 0,0 3,0 
JAB-46 0,0 2,0 4,0 
JAB-47 1,0 5,0 7,0 
JAB-48 0,0 0,0 2,0 
JAB-50 0,0 0,0 1,0 
JAB-51 3,0 5,0 6,0 
JAB-52 1,0 3,0 4,0 
JAB-53 0,0 0,0 2,0 
JAB-54 0,0 0,0 1,0 
JAB-55 0,0 0,0 1,0 

 

 

Vários estudos veem reportando a capacidade de diversos gêneros bacterianos 

promoverem o crescimento (GALDIANO-JUNIOR et al., 2011; INUI-KISH et al., 

2012; GOPALAKRISHNAN et al., 2014), em diferentes espécies vegetais. Acerca da 

produção de AIA, sabe-se que o aminoácido L-triptofano (LTrp) é um precursor 

fisiológico para a produção de auxinas em diversas plantas e micro-organismos, e 
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que a enzima chamada ipdC (indole-3-pyruvate decarboxylase-EC4.1.1.74) é a 

enzima-chave para a biossíntese deste fitormônio (LEBUHN & HARTMANN, 1993). 

 

 4.7 Inoculação bacteriana e acúmulo de Cd pelas plântulas 
 
 A desinfecção das sementes com etanol 70% e hipoclorito de sódio 3%, foi 

eficiente na eliminação de micro-organismos indesejáveis. O controle feito a partir do 

cultivo de algumas destas sementes em meio de cultura sólido foi importante para a 

inspeção da qualidade da desinfecção, uma vez que não foi observada a formação 

de colônias (fungos e bactérias).   

 O sistema de potes plásticos transparentes (Figura 13), adotado para o cultivo 

das sementes, foi considerado eficiente para germinação e desenvolvimento das 

plântulas. A Figura 14, mostra o sistema de fotoperíodo utilizado durante o 

experimento. 

 

 

 
Figura 13: Germinação das sementes em sistema de potes plásticos 
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Figura 14: Sistema de fotoperíodo 

 

 

 

 A inoculação da cultura bacteriana líquida com as sementes de feijão guandu 

foi eficiente quando utilizado o polivinilpirrilidona (PVP), pois esse possui a 

capacidade de proteger as bactérias através da absorção de compostos 

polifenólicos dos exudatos das sementes Bushby & Marshall (1977) e formação de 

um filme protetor, impedindo perdas de água.  
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Tabela 15: Resultados obtidos a partir da germinação das sementes inoculadas e 
não inoculadas 

%Germinação TMG* IVG** 
Inoculadas 28% 70% 0,22 
Não 
inoculadas 24% 80% 0,16 

                                     *TMG= Tempo médio de germinação 
                                     **IVG= Índice de velocidade de germinação 

 

IVG = ∑(ni/ti), onde IVG é o índice de velocidade de germinação, ni é o 

número de sementes germinadas por dia e ti é o tempo de incubação (dias). 

TMG = ∑(ni ti/ns), onde TMG é o tempo médio de germinação, ni é o número 

de sementes germinadas por dia e ti é o tempo de incubação (dias). 

%Gi = (N/ns)x100; %Gi é a porcentagem de germinação por dia, ni é o 

número de sementes germinadas por dia e ns é o número de sementes incubadas. 

 

 

Ao trabalhar com concentrações de Cd à µM/L-1 Santos et al., (2013), 

evidenciaram que o aumento nas doses do metal afetam a porcentagem de 

emergência (%E) e o índice de velocidade de emergência das plantas. As plantas na 

presença de 50 µM (Palma et al. 2002) têm a atividade da catalase (CAT), enzima 

antioxidativa chave, presente principalmente nos peroxissomos, reduzida. 

 

     
Figura 15: O gráfico A e B representam o acúmulo de cádmio nas raízes e parte 

aérea das sementes inoculadas e não inoculadas. Demonstrando que na 
presença do micro-organismo o acúmulo é maior. 
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A partir dos resultados inferidos pelo espectrofotômetro de absorção atômica, 

foi possível avaliar que a raiz inoculada acumulou 21% mais que a não inoculada e a 

parte aérea inoculada acumulou 39% mais Cd que a não inoculada. Quando 

comparadas raízes e parte aérea (inoculadas e não inoculadas), foi possível 

observar que as raízes acumularam 80% mais o MP.  

 

 
Figura 16:  

Figura 16: O gráfico demonstra que o acúmulo de cádmio é maior nas raízes 

 

Para Zacchini et al (2009), Tangahu et al (2011) e H. Ali et al (2013), a 

translocação do metal para a parte aérea é um processo bioquímico crucial e é 

desejável para uma fitoextração eficaz, porque a colheita da biomassa radicular, 

geralmente não é viável (ZACCHINI et al, 2009; TANGAHU et al, 2011; H. ALI et al. 

2013). Mesmo sendo uma planta indicada como fitorremediadora (Pires, et al., 2003, 

2006; Pelegrini et al., 2003), neste estudo as plântulas acumularam mais Cd na raiz 

do que na parte aérea (Figura 16).  

Estudos mostraram que as raízes foram o principal local de acúmulo de 

metais pesados nas plantas devido à principal entrada de metais pesados ocorrerem 

por elas. Assim, às plantas tendem a concentrar as maiores concentrações de 

metais pesados nesse órgão (Orroño & Lavado, 2009; Santos et al., 2011). Além do 

mais, análises de localização de Cd em microscópio eletrônico mostraram que as 

paredes de células de raiz contém a maior parte do metal, quando comparado com o 

conteúdo do citoplasma (Arduini et al., 1996; Gallego et al., 2012). 
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Dependendo da variedade, o guandu pode ser uma planta anual ou perene de 

vida curta, apresentando caule lenhoso e uma raiz principal pivotante que pode 

penetrar um ou mais metros no solo. Sendo assim, a escolha por variedades de fácil 

colheita facilita o trabalho a campo. A Figura 17 demonstra as partes aéreas e 

sementes das plântulas inoculadas e não inoculadas. 

 

 
Figura 17:  À esquerda, parte aérea e sementes inoculadas e à direita, parte aérea e 

sementes não inoculadas). 

 
5 CONCLUSÃO 
 

A partir dos resultados obtidos nesse estudo foi possível concluir que a torta 

de filtro pode ser uma fonte para prospecção de micro-organismos resistentes ao 

cádmio, solubilizadores de fosfato e promotores do crescimento vegetal; que o 

isolado bacteriano JAB-47, pertencente ao gênero Pseudomonas, bioaumentou a 

capacidade de absorção de cádmio pelas plântulas de feijão guandu; que a raiz 

desse vegetal acumula 80% mais metal que a parte aérea.  
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