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CAPITULO 1 — Consideracdes Gerais

1.1. Introducgéao

Estima-se que a populacdo mundial esta em torno de 7,3 bilh8es de pessoas
com crescimento pré-determinado para 10 bilhdes em 2050. Esse aumento
populacional acentua a demanda por alimentos e, portanto, praticas agricolas
aplicadas sucessivamente nos solos e, de maneira errbnea, tém causado severos
danos aos ecossistemas (OLIVEIRA e PEREIRA, 2014).

Um dos principais bens naturais, o ecossistema solo, exerce diversas funcdes
como: proteger e manter o ciclo das aguas subterrdneas; conservar nutrientes;
possibilitar a prospeccdo de micro-organismos e fornecer condicdes necessarias
para a producdo de alimentos (CETESB, 2015). O solo deveria ser visto, pela
sociedade, como um bem natural que fornece condicbes para sua existéncia;
entretanto, devido ao uso improprio esta sendo local para descarte de
contaminantes (CAI et al., 2015). Sua contaminacdo esta relacionada a disposi¢cdo
inadequada de residuos industriais e domésticos, produtos quimicos, fertilizantes e
insumos agricolas, dentre outros (ANDRADE et al., 2013).

No caso de areas agricolas, a area de solo destinada a agropecuaria é
estimada em cerca de 224 milhdes de hectares (FOREIGN AGRICULTURAL
SERVICE, 2011), sendo no Brasil aproximadamente 68 milhdes de hectares
(OLIVEIRA, 2012). A contaminagdo dos solos destinados a agricultura esta
relacionada a praticas agricolas como o uso de fertilizantes minerais, agroquimicos
e lodo de esgoto (COSTA et al., 2010; BONO et al., 2013; ENSINAS et al., 2014),
sendo que 0 uso excessivo de qualquer um dos materiais citados afeta diretamente
a qualidade do meio (FERREIRA, 2001).

Um dos meios de contaminagdo do solo € a fertilizacdo (MORTVEDT, 1996;
RIBERIRO, 2013), sendo que, segundo Mortvedt e Beaton (1995), em alguns
paises, os fertilizantes fosfatados representam a principal fonte de contaminacéao
dos solos por cadmio (Cd) e por outros elementos, como arsénio (As), cromo (Cr),
chumbo (Pb), cobre (Cu), cobalto (Co), ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn) e
niquel (Ni), gque podem causar impactos negativos ao ambiente (AMARAL

SOBRINHO et al., 2009). Esterco animal, lodo de esgoto e até mesmo fertilizantes



minerais, quando aplicados sucessivamente no solo, podem contamina-lo com
metais pesados (McBRIDE, 2003).

Mediante ao exposto, o objetivo com este trabalho foi caracterizar e avaliar a
distribuicdo espacial de Cd, Cr e Ni em solo agricola submetido a atividades
agricolas consecutivas como: fertilizacdo a base de aplicacdo de lodo de esgoto (por
17 anos) e aplicacdo de fertilizantes minerais (ha 80 anos), bem como isolar,
caracterizar e identificar bactérias resistentes a estes metais que possam ser uteis

em processos de fitorremediacdo ou que tenham aplicacao biotecnolégica.

1.2.REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Solo e uso agricola

O solo é constituido de matéria viva, partes solidas, liquidas e gasosas,
materiais minerais e organicos que ocupam a maior parte do manto superficial das
extensdes continentais do planeta. E formado por alteracdo da rocha-mée,
ocasionada pela interacdo de processos de natureza fisica, quimica e biolégica que
levam a degradacéo da rocha (SANTOS e BATISTA, 2015). Esse importante recurso
ambiental tem como funcbBes oferecer protecdo e manter o ciclo das aguas
subterréneas; conservar de nutrientes; possibilitar a prospec¢cdo dos micro-
organismos e ainda, ser condicdo necessdaria para a producdo de alimentos
(CETESB, 2015).

Os solos classificados como Latossolos sao solos minerais, profundos, com
coloracdo homogénea e apresentam distribuicdo mais ou menos uniforme de argila
ao longo do perfil. Sdo bem drenados, com baixa capacidade de troca de cétions,
com textura média ou mais fina (argilosa, muito argilosa) e pouco férteis (KER,
1997).

Praticas inadequadas de manejo causam diminuicdo dos estoques de matéria
organica do solo, sendo a matéria organica de extrema importancia para o
fornecimento de nutrientes as plantas, retencdo de cétions, complexacdo de
elementos toxicos e micronutrientes (COSTA et al., 2010; ENSINAS et al., 2014). O

sistema convencional de manejo ou cultivo é responsavel por provocar inversao da



camada aravel do solo, sendo indicado quando ha necessidade de incorporacdo de
corretivos ou rompimento de camadas compactadas. Silva et al. (2000) relatam que
areas agricolas com maiores perdas de solo sdo as que adotam manejo de sistema
convencional, pois ele favorece a compactacdo do solo causada pelo trafego de
maquinas por ocasido da semeadura, tratos culturais, colheita e transporte.

A diminuicdo da concentracdo de matéria organica tem sido observada em
sistema convencional de cultivo que adota operacdes com intenso revolvimento do
solo, sendo a taxa de saida de carbono e nitrogénio, normalmente, maior que a taxa
de entrada, o que contribui na reducéo da fertilidade do solo (ENSINAS et al., 2014).
Em seu estudo, Ensinas et al. (2014) relataram que solo sob vegetacdo nativa
apresentou as maiores concentracfes de carbono organico total e que sob plantio
direto houve menor acificacdo do solo, e os maiores teores de célcio, magnésio,
potassio e fosforo. Relataram também que o sistema plantio direto promoveu
aumento nos estoques de (C) do solo, o que indica aumento da concentracao de
matéria organica, sendo diferente do sistema convencional de manejo.

O manejo por sistema de plantio direto proporciona melhor qualidade do solo,
pois reduz a erosao, favorece a reciclagem de nutrientes, a atividade bioldgica e o
manejo de residuos culturais, além de contribuir para o aumento do teor de matéria
organica (CERETTA et al., 2002). Este sistema consiste no néo revolvimento do
solo, mantendo-o coberto com residuos vegetais e, segundo Smeda e Weller (1996),
a auséncia de revolvimento do solo e a cobertura morta podem eliminar a aplicacéo
de herbicidas.

Sistemas com aplicacdo de lodo de esgoto ainda ndo estdo amplamente
difundidos no Brasil, mas varios estudos comprovaram a eficacia da utilizacdo deste
residuo em sistemas agricolas (SILVA et al., 2002) e florestais (DE MARIA et al.,
2007). Por ser rico em matéria organica e em nutrientes, principalmente nitrogénio
(N) e fésforo (P), seu uso é direcionado, depois de devidamente tratado (MELO et
al., 2001), para fertilizacdo de culturas, proporcionando aumento na produtividade
(TRANNIN et al., 2008). Entretanto, a possivel presenca de poluentes, como metais
pesados, patdégenos e compostos organicos persistentes sdo fatores que podem
provocar impactos ambientais negativos (FYTILI e ZABANIOTOU 2008; LIMA,

2011). Os metais pesados presentes no lodo de esgoto podem movimentar-se no



perfil dos solos mediante processos fisico-quimicos ou biolégicos, atingindo aguas
subterraneas e superficiais. Tal movimento esta relacionado ao equilibrio entre as
formas quimicas encontradas no solo apés a sua adicao (FILIZOLA et al., 2006).

Em area agricola apdés aplicacdo de lodo de esgoto por sete anos
consecutivos, Coscione et al. (2014) relataram a importancia do efeito residual da
degradacdo da matéria organica e que aplicacfes sucessivas de lodo de esgoto

proporcionaram aumento de C e N no solo.
1.2.2. Contaminacao do solo por metais pesados

Metal pesado é todo elemento com alto carater toéxico, densidade maior que 6
g cm™ e que apresenta relacéo direta com poluicdo (SANTOS et al., 2015). Podem
ser divididos em essenciais e ndo essenciais. Os essenciais estdo presentes
naturalmente em todos 0s organismos; porém, quando em concentracfes elevadas
podem ser toxicos. Os considerados nado essenciais sdo prejudiciais em
concentracbes minimas e nao apresentam efeitos benéficos aos organismos
(CHANDRASEKARAN et al., 2015).

Devido ao fato de metais pesados estarem presentes em fertilizantes e
corretivos, estes, quando utilizados, favorecem a entrada de metais no solo, no qual
eles permanecem por tempo indeterminado, evidenciando risco ao meio. Qualquer
solo submetido a sistemas de cultivo por longos periodos tendem a apresentar
concentragcfes mais elevadas de metais, j4 que fertilizantes minerais contém metais
pesados, sendo, portanto, fontes desses elementos para o ambiente (FILIZOLA et
al., 2006).

A forma e a ligacdo do metal nas superficies reativas dos varios compostos
do solo podem originar diferentes espécies com distintas energias de ligagdo. Os
metais estdo associados as fracdes do solo por meio de ligacdes mais fortes ou
mais fracas, conforme a fracdo em que eles se encontram, podendo ser: sollveis;
trocaveis; ligados aos carbonatos, a matéria organica, aos oxidos de Al, Fe e Mn ou
aos silicatos (LIMA, 2011).

Apesar da mobilizacdo destes metais no solo, normalmente a regido de maior

concentracdo é o horizonte superficial, onde se encontra também a maior



concentragcdo de matéria organica, que possibilita a formacao de quelatos, deixando-
os imobilizados (FILIZOLA et al., 2006).

A agua, o pH e a presenca de ligantes organicos sao fatores que propiciam a
solubilizacdo dos metais no solo, sendo estes 0os mais importantes em relacdo a
disponibilidade e mobilidade desses elementos. O pH do solo é um dos seus
atributos mais importantes no que se refere a capacidade de adsorcdo de metais,
pois afeta diretamente a solubilidade (GARG et al., 2007; SANTOS e SANTOS,
2008; GARG et al.,, 2009). Portanto, contamina¢gées ocorrem quando 0S metais
pesados provenientes de atividades antrépicas somam-se aqueles de origem
natural, causando efeitos adversos. Esses elementos interferem nos processos
enzimaticos e, em consequéncia de sua baixa mobilidade, exercem efeitos
acumulativos nos seres vivos. Isso faz com que provoquem alteracdes no
metabolismo, podendo levar até mesmo a morte de organismos (SOUZA, 2014). A
exposicao do ser humano e dos animais a metais pesados pode ocorrer por diversas
vias, especialmente pela cadeia alimentar (HARMANESCU et al., 2011).

Alguns metais despertam grande interesse por serem prejudiciais a microbiota
e aos seres humanos. Neste trabalho serdo destacados o Cd, o Cr e o Ni.

O Cd é encontrado naturalmente nos solos pelo desgaste da rocha de origem,
sendo as rochas sedimentares as que apresentam o maior teor deste metal. E
constituinte dos fertilizantes fosfatados, os quais sdo fontes de contaminagdo para
solos agricolas (RIBEIRO, 2013). Sua adsor¢do e mobilidade dependem do pH do
solo, da matéria organica e dos oxidos de ferro e manganés (ATSDR, 2012). Nos
seres humanos pode induzir a disfuncdo renal, hipertensdo e até mesmo o cancer
(HARMANESCU et al.,, 2011). Por outro lado, o cadmio pode causar danos
irreversiveis as células bacterianas, pois se liga a proteinas respiratorias e produz
oxigénio reativo, além de reduzir a taxa de crescimento, diminuir a densidade celular
e, até mesmo, levar a morte (LEE et al., 2001).

O Cr é encontrado nos solos associado com oxidos de elementos como Pb e
Fe. Sua forma trivalente, Cr(lll), € a forma natural e mais estavel no ambiente,
enquanto que sua forma hexavalente, Cr(VI), provém de atividades antropicas
poluidoras sendo 500 vezes mais téxica do que a forma trivalente (GUPTA et al.,
2010; RIBEIRO, 2013). A oxidacédo de Cr(lll) para Cr(VI) ocorre em funcao do pH, da



disponibilidade de 6xidos de manganés, da presenca de compostos organicos com
baixa massa molecular e da presenca de agua no solo. Ja a reducado de Cr(VI) para
Cr(lll) dependera de fatores fisico-quimicos como o pH, a presenca de matéria
organica e de ions ferrosos, e a quantidade de oxigénio no solo, além da acao
microbiana que por meio da diminuicdo da concentracédo de oxigénio e do aumento
da concentracdo de CO, pode reduzir Cr(Vl) a Cr(lll) (CCME, 1999c).Algumas
bactérias apresentam capacidade para reduzir Cr(VI) a Cr(lll), forma menos téxica
(MAQBOOL et al., 2015).

Em seres humanos, o Cr pode causar problemas na artéria tiredide, que é
responsavel por irrigar a glandula tiredide; policitemia sobre a producéo de glébulos
vermelhos (heméacias) e danos na artéria coronaria direita (KHAN et al., 2013)

O Cr(VI) e suas formas reduzidas como o (lll) podem causar, dentro de
células bacterianas, ligagdo cromo-DNA (ligacdo do Cr com bases nitrogenadas ou
grupamento fosfato, resultando em erros de pareamento de bases e de replicacdo).
Pode também formar ligacdo cruzada entre proteinas-cromo-DNA, prejudicando a
sintese protéica (CONCEICAO, 2006).

Um outro metal que desperta interesse é o Ni. Em solos, o teor de Ni tem
aumentado muito devido a atividades antrépicas como descarte incorreto de
residuos, aplicacdo de fertilizantes e pesticidas agricolas e aplicacdo de lodo de
esgoto. Mesmo sendo considerado um micronutriente de plantas, devido ser
constituinte do sitio ativo da enzima urease, que é responsavel por hidrolisar ureia
em amobnia e bicarbonato, é considerado um poluente de solos (LOPEZ e
MAGNITSKI, 2011). Porém, quando em quantidades excessivas pode causar em
plantas, por exemplo, desenvolvimento insuficiente (SOUZA, 2014). Sua
disponibilidade est4 diretamente relacionada com caracteristicas de plantas e do
solo, como: pH, potencial redox, textura, capacidade de troca catidnica (CTC),
matéria organica e presenca de outros metais pesados.

A ingestdo de Ni pode causar alguns problemas graves de salde para
humanos, incluindo erupcbes cutaneas, tonturas, parada cardiaca fatal, fadiga,
dentre outros (KHAN et al., 2013). Em micro-organismos este ion pode provocar
hipometilagdo (que aumenta a susceptibilidade a quebra dos cromossomos) ou

hipermetilacdo (que causa instabilidade dos cromossomos) e inibe a transcricdo e



sintese de novos compostos como proteinas. Portanto, a genotoxicidade deste metal
pode ser devida a danos no DNA, formacéo de ligacdo cruzada de DNA-proteina e
interacbes com proteinas da cromatina (proteinas histonas que envolvem o DNA
favorecendo o seu enovelamento) (ROSSMAN, 1995; ANJUM et al., 2015).

A compreensdo da variabilidade dos metais no solo permite avaliar riscos
ambientais, proporcionando uma gestdo mais eficiente do uso de residuos, como

lodo de esgoto e agroquimicos para fins agricolas (LIN et al., 2002).

1.2.3. Uso de bactérias para a diminuicdo do teor ou remocao de metais

pesados

Os metais pesados ocorrem naturalmente nos solos, sendo alguns
necessarios tanto para a manutencao do crescimento e desenvolvimento de plantas,
como também para o crescimento microbiano. Entretanto, tanto elevadas como
baixas concentracbes de metais necessérios limitam o crescimento e
desenvolvimento tanto de plantas como de micro-organismos, por interferirem em
processos metabdlicos (ANJUM et al, 2015). Os metais considerados
micronutrientes para plantas sdo: Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn (DECHEN e
NACHTIGALL, 2006).

Mesmo os metais pesados sendo altamente tdxicos para a maioria dos micro-
organismos, existem bactérias resistentes a eles. Devido a varios mecanismos essas
bactérias sdo capazes de transformar formas toxicas do metal em produtos com
menor toxicidade (SOTERO-MARTINS et al., 2014). Os mecanismos de resisténcia
séo codificados por genes cromossomais e incluem: bombas de efluxo, acumulo e
complexacao do metal dentro da célula e reducdo quimica do contaminante a uma
forma menos téxica (ABDELATEY et al.,, 2011). Destaca-se que a resisténcia a
metais pesados é devida aos mecanismos intrinsecos e a exposicao prolongada a
esses metais favorece a selecdo e proliferagcdo de micro-organismos tolerantes ao
estresse causado por eles (HUTCHINSON e SYMINGTON 1997). Espécies
bacterianas resistentes podem viver no solo independentemente dos niveis de
contaminagcdo. Algumas bactérias se adaptam a presenca desses metais em
concentracbes superiores a 1 ppm, se proliferam e se tornam dominantes no
ambiente (SOUZA, 2013).



Os micro-organismos resistentes a metais pesados sao Uteis como
indicadores de contaminacdo. Os metais, portanto, podem atuar como importantes
agentes seletivos influenciando a dinamica da evolucdo das comunidades
bacterianas de um solo (NITHYA et al., 2011).

A capacidade dos micro-organismos em converter substancias téxicas em
compostos menos nocivos é a base do processo conhecido como biorremediacao.
Este processo consiste na utilizacdo de agentes bioldgicos na remocédo de residuos
toxicos ambientais (KRASTANOV et al., 2013). A biorremediacdo esta
fundamentada na capacidade de organismos vivos, principalmente dos micro-
organismos, em degradar ou desintoxicar areas contaminadas por transformacéo
das substancias poluentes em compostos nao téxicos (KUMAR et al., 2011).

A utilizacdo de organismos do proéprio local, sem qualquer interferéncia de
tecnologias ativas (biorremediacdo intrinseca ou natural), adicdo de agentes
estimulantes como nutrientes, oxigénio e biossurfactantes (bioestimulacdo) e a
inoculacéo de consércios microbianos enriquecidos (bioaumento) sdo algumas das
principais estratégias de biorremediacdo (TONINI et al., 2010).

Dentre as técnicas de biorremediacdo pode-se citar a fitorremediacdo, que
utiliza espécies vegetais tolerantes a metais pesados visando a remocgdo destes
poluentes do solo. Varios estudos utilizam espécies vegetais tolerantes, em conjunto
com bactérias capazes de sintetizar hormoénios promotores de crescimento, auxinas,
em especial o acido indol acético (AlA); bactérias capazes de absorver metais,
gracas a producdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS) ou bactérias
capazes de solubilizar fosfato (WILSON et al., 2006; JACQUES et al., 2007; PAL e
PAUL, 2008; OLIVEIRA et al., 2012).

Dentre os hormdnios promotores de crescimento sintetizados por bactérias
encontram-se as auxinas, em especial o acido indol acético (AlA). Este fitormbnio
atua no crescimento das raizes, que resulta no aumento do comprimento, do nimero
de raizes laterais e de pélos radiculares (FUENTES-RAMIREZ et al., 1993;
BASTIAN et al., 1998). Este hormdnio pode ser gerado pelos tecidos vegetais, por
producdo enddgena ou por producdo exdgena, pela acdo de micro-organismos,
sendo esta ultima muito difundida entre bactérias do solo e bactérias associadas
com plantas (BACA e ELMERICH, 2007).



A produdo de EPS, por bactérias, esta relacionada a resisténcia a metais
pesados por meio da alta capacidade de adsor¢cdo de metais por estes compostos.
Esta adsorcao esta associada aos grupos funcionais presentes nos EPS (SCOTT e
PALMER, 1988; SAHOO et al., 1992; CRINI, 2005; GUPTA et al., 2006; WANG e
CHEN, 2006; PAL e PAUL, 2008). Estes compostos sdo biodegradaveis, podem
permanecer eficazes em condicdes extremas de pH, temperatura e salinidade, e
apresentam grupos funcionais como: carboxila, hidroxila, amina e acido urénico, que
possibilitam a captura de metais por interacdo eletrostatica. Portanto, essas
propriedades conferem a estes compostos uma aplicabilidade em diversas &reas
biotecnoldgicas, incluindo a biorremediacdo de areas contaminadas com metais
pesados (COLIN et al., 2013).

O P é um elemento importante na nutricdo das plantas, pois estimula o
crescimento do sistema radicular, elevando a eficiéncia de absor¢cdo de agua pelas
plantas. Isso garante menores perdas e melhor utilizacdo de outros nutrientes e
promove maior sobrevivéncia das plantas durante periodos de estresse hidrico
(SANTOS et al., 2013). O P também tem fungdes importantes em alguns processos
metabdlicos na planta, como: fotossintese, transferéncia de energia, biossintese de
macromoléculas e respiracdo (KHAN et al., 2010). Embora em alguns solos o P total
seja relativamente alto,a fracdo disponivel é, de modo geral, pequena nos solos
brasileiros. Os principais fatores que afetam a disponibilidade de P nos solos e
interferem na sua absorcdo pelas plantas séo: textura, teor de matéria organica,
capacidade de tamponamento, célcio, aluminio e ferro, o que leva a necessidade de
aplicacdo de altas quantidades de adubos fosfatados, ocasionando acumulo de
metais pesados no solo (SANTOS et al., 2013).

Como consequéncia de frequentes aplicacdes de fertilizantes fosfatados,
obtém-se formas inorganicas deste elemento nos solos, principalmente em
complexos de minerais insolUveis, que ndo podem ser absorvidas pelas plantas
(RENGEL e MARSCHNER, 2005).
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CAPITULO 2 - Uso agricola como fator de acumulagio de metais pesados em

Latossolo

RESUMO: A contaminacdo do solo pode ser decorrente do descarte inadequado de
substancias com potencial poluente ou do uso agricola prolongado com aplicacédo de
materiais corretivos de acidez, fertilizantes e defensivos. O objetivo deste estudo foi
avaliar a distribuicdo espacial de cadmio (Cd), cromo (Cr) e niquel (Ni) em Latossolo
sob plantio direto, convencional e convencional com aplicagédo de lodo de esgoto,
em areas com exploragcdo agricola ha mais de 80 anos. As concentracdes dos
metais em 422 amostras de solo foram mensuradas por espectroscopia de absorgéo
atdmica com chama ar-acetileno, sendo os extratos obtidos por extracdo com HNO3,
H,0, e HCI em sistema aberto (USEPA-3050B). As variaveis pH e matéria organica
também foram determinadas. Os mapas de distribuicdo espacial foram elaborados a
partir do software Spring v. 5.2.7 e auxiliaram na visualizagdo da dispersao dos
metais na area de estudo, indicando niveis de contaminacdo. A analise estatistica
multivariada por componentes principais diferenciou as amostras de solo de mata
nativa das que estdo sob atividade agricola, apontando a uma mesma fonte de
contaminacdo para Cr e Ni, como também para a correlacdo da matéria organica
com Cd. Conclui-se que a area estudada apresenta contaminacéo, em larga escala,
por Cd e Cr, e contamina¢gdes pontuais por Ni, estando alguns valores dentro da
faixa de intervencdo.

Palavras-chave: contaminacdo do solo, cadmio, cromo, niquel, distribuicdo espacial
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ABSTRACT: Soil contamination may result from inappropriate use of substances
with pollution potential or from the prolonged agricultural use with application of
acidity corrective materials, fertilizers and pesticides. The aim of this work was to
evaluate the spatial distribution of cadmium (Cd), chromium (Cr) and nickel (Ni) in
latosol under no tillage, conventional tillage and conventional with sewage sludge
application, in agricultural exploration areas for over 80 years. Metals concentration
in 422 soil samples were measured by atomic absorption spectroscopy with
acetylene-air flame, obtaining the extracts by extraction with HNO3, H,O, e HCI in
open system (USEPA-3050B). The variables pH and organic matter were obtained.
Maps of spacial distribution were elaborated by software Spring v. 5.2.7 and assisted
in the visualization of the metals dispersion in the study area, indicating
contamination levels. The statistical multivariate by main components differentiated
the native forest soil samples from those under agricultural activity, pointing to a
same contamination source to Cr and Ni, and to the organic matter correlation to Cd
as well. It can be concluded that the studied area presents contamination in large
scale by Cd and Cr and pontual contamination by Ni, being some of the values into
the intervention group.

Keywords: soil contamination, cadmium, chromium, nickel, spacial distribution.

2.1 Introducéao

Metais pesados sdo componentes de ocorréncia natural nos solos porque
estdo presentes no material de origem, as rochas. A concentracdo natural dos
metais nos solos depende da natureza das rochas e de processos de adicdo e de
perda que ocorrem durante a formacéo do solo. Em condi¢bes naturais, o principal
processo de adicdo é a deposicdo atmosférica. A lixiviagdo e a erosdo sdo 0s
principais processos de perda, que resultam, na verdade, na transferéncia dos
metais de um ponto da paisagem para outro. De acordo com Zhang et al. (2002), o
material de origem é o principal fator que determina os teores de metais pesados
nos solos, mas a vegetacdo e a atividade humana também interferem. No que diz
respeito a relacdo entre atividade humana e entrada de metais pesados no solo, a
exploracdo agricola participa principalmente devido a aplicacdo de corretivos de
acidez, fertilizantes e defensivos agricolas.

Calcérios sao rochas moidas e muitos fertilizantes sdo também produzidos a
partir de rochas e, assim, contém metais pesados. Nos calcarios comercializados no
Brasil a concentracdo de metais é pequena e, na maior parte das situacdes, esta

abaixo do que rege a legislacdo, no que diz respeito aos teores de Cd, Cr e Ni
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(AMARAL SOBRINHO et al., 1992; CARVALHO, 2011; SOARES et al., 2015). Entre
os fertilizantes, os fosfatados sdo os que tém merecido maior atencdo devido as
concentracdes altas de Cd nas rochas fosfatadas. Essas rochas séo consideradas a
principal fonte de contaminacdo com Cd em solos agricolas (JIAO et al., 2012). No
entanto, a concentragdo de Cd € maior ou menor dependendo da natureza da rocha,
se sedimentar ou ignea. No Brasil, os fertilizantes fosfatados s&o produzidos
principalmente a partir de rochas igneas (CARVALHO, 2011), o que faz com que 0s
teores de Cd sejam menores do que os relatados em outros paises e torna o produto
nacional mais seguro. Em avaliacdes feitas por Campos et al. (2005) os teores de
Cd nos fertilizantes industriais fosfatados importados foram nove vezes maiores do
gue nos nacionais.

Além dos fertilizantes, estercos animais, composto de lixo e lodo de esgoto,
aplicados sucessivamente ao solo, podem contamina-lo com metais pesados. A
utilizacdo agrondémica destes residuos é importante do ponto de vista da reciclagem
de nutrientes, oferecendo oportunidade de autogestdo com o seu uso na fertilizacao.
Entretanto, a presenca de metais pesados como Cd, Cr e Ni em sua composicao é
motivo de preocupacdo ambiental e de saude publica, pois podem causar danos aos
micro-organismos e seres humanos (McBRIDE, 2002; NOGUEIRA et al., 2008).

A presenca dos metais torna necessario o monitoramento do uso dos
corretivos e fertilizantes, sem perder de vista alguns aspectos importantes: calcario e
adubos (industriais e organicos) sdo imprescindiveis para manter ou aumentar a
producdo de alimentos; as quantidades de metais que chegam ao solo com uma
Unica aplicacdo de ambos é muito pequena, de modo que alteracdes nos teores
naturais devido a sua aplicacdo sdo observadas somente apdés décadas de uso
(JIAO et al., 2012). A maior parte dos metais contidos nos calcarios e fertilizantes, ao
ser solubilizada, reage com a matriz do solo (particularmente 6xidos de Fe e Al e
matéria organica) e passa para formas ndo biodisponiveis; os metais tém baixa
mobilidade no solo e tendem a acumular (ALl e MALIK, 2011). O ultimo aspecto
justifica particularmente a necessidade de acompanhamento da evolugcao dos teores
de metais em solos adubados, de modo a que se assegure a qualidade do solo
particularmente para a producdo de alimentos. H& varios estudos na literatura

relatando a presenca de concentragfes elevadas de metais em solos, agricolas e
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urbanos, com comprometimento da qualidade do solo (MICO et al., 2006; FAGBOTE
e OLANIPEKUN, 2010; ZHENG et al., 2010; ALI e MALIK, 2011; GHREFAT et al.,
2011; HARMANESCU et al., 2011; CHANDRASEKARAN et al., 2015). No entanto,
ndo ha trabalhos sobre o nivel de poluicdo e fontes de Cd, Cr e Ni em solos
agricolas sob diferentes tipos de manejo no Brasil.

O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo espacial de Cd, Cr e Ni em
Latossolo sob plantio direto, convencional e convencional com aplicacéo de lodo de

esgoto, em areas com exploracdo agricola ha mais de 80 anos.

2.2 Material e métodos
2.2.1 Amostragem

Foi realizada coleta de amostras de solo em uma area de 37 ha da Fazenda
de Ensino, Pesquisa e Extensdo (FEPE) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — FCAV/UNESP, totalizando 422 pontos de coleta. A area amostral esta
localizada em torno da latitude de 21°14’47” S e da longitude de 48°17°00” W, com
altitude e declividade médias de 560 m e 6%, respectivamente. O clima da regido é
tropical, com temperatura e precipitacdo meédias nos ultimos cinco anos de 22,64 °C
e 1.257,6 mm, respectivamente. O solo da &rea amostrada, Latossolo Vermelho
Eutroférrico (LVef), é cultivado had mais de 80 anos, com parte destinada a pesquisa
nos ultimos 50 anos. As coletas foram realizadas no periodo de 19 a 21 de fevereiro
de 2014, com trado holandés, na profundidade de 0 — 20 cm. A malha amostral
possui um espacamento de 30 m x 30 m. Sua locagcdo em campo foi realizada com
receptor GNSS Trimble R6 no método de posicionamento relativo cinemético em
tempo real (Real Time Kinematic - RTK), adotando-se como estacdo base marco
geodésico pertencente ao Sistema Geodésico Brasileiro - SGB. Destaca-se que
esse meétodo propicia qualidade de posicionamento planimétrico na ordem de
centimetros (MONICO, 2008).

As coletas foram realizadas em locais com cultivo de milho destinado a
alimentacdo de animais sob os sistemas de plantio direto com aplicacdo de
fertilizantes minerais e orgéanicos (PD) ha 25 anos; plantio convencional com

aplicacao de fertilizantes minerais (PC) ha mais de 50 anos e plantio convencional
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com aplicagéo de lodo de esgoto (PL) ha 17 anos. O lodo de esgoto € procedente da
Companhia de Saneamento Basico do Estado de S&do Paulo - SABESP, unidades de
Barueri-SP, Monte Alto-SP e Franca-SP, e vem sendo aplicado anualmente nas
doses de 0,0 Mg ha™ (testemunha com fertilizacdo mineral baseada na analise
quimica do solo); 5,0 Mg ha™; 10,0 Mg ha™ e 20,0 Mg ha™(base seca).

Como referencial de solo ndo cultivado, portanto sem interferéncia antropica
direta, realizou-se amostragem de solo de mata nativa (MN) adjacente as areas

cultivadas.

2.2.2 Atributos quimicos do solo

Os solos amostrados foram secos ao ar e a sombra, destorroados e passados
em peneira de 2 mm. Nas amostras, o valor de pH em CacCl, e o teor de matéria
organica (MO) foram determinados segundo Raij et al. (2001).

Para a extracdo de Cd, Cr e Ni foi usado o método 3050B da USEPA (United
States Environmental Protection Agency), em que sdo empregados HNOj3;, H,0, e
HCI, com aquecimento da amostra em sistema aberto (USEPA, 1996). Em béquer
de 100 mL foram adicionados 4 g de solo e 10 mL de solu¢géo de HNO3 1:1. Vedou-
se 0 béquer com vidro de relégio e aqueceu-se o mesmo em chapa, a 100°C
durante 15 min. Na sequéncia, foram adicionados 10 mL de HNO3; concentrado e
prosseguiu-se 0 aquecimento a 100°C por mais 2 h. Subsequentemente foram
adicionados 2 mL de H,O deionizada e 10 mL de solucdo de H,O, a 30 %
gradativamente (de 2 mL em 2 mL) com posterior aquecimento a 100°C por 2 h.
Apés, foram adicionados 10 mL de HCI concentrado e dado prosseguimento ao
aguecimento a 100°C por mais 15 min. Os extratos obtidos foram quantitativamente
transferidos para baldes de 100 mL, cujo volume foi completado com H,0O
deionizada e a solugao resultante foi filtrada em papel de filtro, sendo o filtrado
armazenado em frascos de polietileno.

Os metais foram quantificados nos extratos por espectroscopia de absorcao
atdbmica com chama ar-acetileno em espectrofotbmetro GBC Avanta. As variaveis pH

em CaCl, e MO também foram determinadas segundo Raij et al.,, (2001). Os
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resultados de pH, MO, Cd, Cr e Ni obtidos para cada ponto amostrado estéo

apresentados no ANEXO.

2.2.3 Elaboracao dos mapas de distribuicédo espacial

A malha amostral e seus respectivos resultados relativos as concentracdes de
MO, Cd, Cr e Ni foram inseridos no software Spring verséao 5.2.7 (64 bits) para fins
de elaboracao da distribuicdo espacial desses elementos na area de estudo.

A partir dos valores dos dados amostrais foi gerado um modelo digital de
superficie para cada um dos elementos. O método de interpolacdo utilizado para a
geracao da superficie foi o Inverso do Quadrado da Distancia (INPE, 2014).

A partir dos modelos digitais de superficies gerados, foi realizada a
classificagdo dos teores nos mapas. Os teores de MO receberam a seguinte
classificagdo: muito baixo, baixo, médio, alto e muito alto, segundo Lopes e
Guilherme (1999). Para Cd, Cr e Ni a classificagdo adotada foi: teores de referéncia,
de prevencdo, de intervencdo agricola, solo contaminado e teores criticos e nao
criticos, de acordo com valores de prevencédo do CONAMA (BRASIL, 2009).

Todos os mapas de distribuicdo espacial foram elaborados utilizando o
sistema de projecdo Universal Transverso de Mercator - UTM (Fuso 22, Hemisfério

Sul) e sistema de referéncia geodésico SIRGAS2000.

2.2.4 Analise estatistica

As variaveis pH, MO e teores de Cd, Cr e Ni foram submetidas a analise
exploratéria de dados por métodos de estatistica multivariada, sendo a padronizacéo
de valores realizada com auxilio do software Statistica (STATSOFT, 2004), de

acordo com a seguinte férmula de padronizacdo (Equacao 1):

! Equacéo 1
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Na equacdo 1: j =1, 2, ..., p atributos; i = 1, 2, ..., n objetos; Zij é o valor
padronizado de Xij; Xj e S sdo a média e o desvio padrdo da coluna j,
respectivamente. As variaveis assim padronizadas tém meédia nula e variancia
unitaria.

Para interpretar e identificar a relacdo entre as variaveis realizou-se a analise
de componentes principais (ACP). Foram mantidas no sistema apenas as
componentes relacionadas aos autovalores Ai = 1 (critério de Kaiser), ou seja, as
combinagdes lineares que conseguem explicar pelo menos a quantidade de

variancia de uma variavel original padronizada.

2.3 Resultados e discussao

As concentracdes médias de Cd, Cr e Ni nas 422 amostras de solo (Tabela 1)
foram comparadas com as concentracdes destes metais em solo de mata nativa;
com Valores de Prevencédo (VP) e de intervencédo (V1) estabelecidos na resolucéo
420/2009 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), assim como, com
Valores de Referéncia de Qualidade (VRQ) para Cd, Cr e Ni estipulados pela
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), pois segundo o
CONAMA cabe a cada estado da federacdo estipular os VRQs (BRASIL, 2009;
CETESB 2014) (Tabela 2).

O valor de referéncia de qualidade é a concentracdo de determinada
substancia que define a qualidade natural do solo e o valor de prevencdo. Tanto
segundo o CONAMA como de acordo com a CETESB, € a concentracdo maxima de
determinada substancia, acima da qual podem ocorrer alteracbes prejudiciais a
gualidade do solo e da agua subterranea. O valor de intervencao é a concentracao
maxima de determinada substancia no solo ou na agua subterrdnea, que quando
ultrapassada ocasiona riscos potenciais, diretos ou indiretos a salde humana
(BRASIL, 2009; CETESB 2014).
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Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo da média para Cd, Cr e Ni nas diferentes
sub-areas que compdem a area experimental.

Sub-areas
Metais M.N P.C P.D P.L
Cd (mg kg'l) 0,97+0,01 1,01+0,01 1,22+0,01 1,32+0,01
Cr (mg kg™ 56,67+0,39 64,28+0,58 69,89+0,31 70,07+0,41
Ni (mg kg™ 14,17+0,09 17,54+0,22 21,35+0,13 25,96+0,11

MN - solo de mata nativa; PC — solo sob plantio convencional com aplicacdo de fertilizantes minerais;
PD - solo sob plantio direto com aplicagéo de fertilizantes minerais e organicos; PL — solo sob plantio

convencional com aplicacéo de lodo de esgoto

Tabela 2. Concentragdes limites de Cd, Cr e Ni para qualidade do solo, de acordo
com o CONAMA e a CETESB.

CONAMA (mg kg™) CETESB (mg kg™)
METAIS _ _
INVESTIGACAO INTERVENCAO
) VRQ VP .

AGRICOLA AGRICOLA
Cadmio 1,3 3 <0,5 1,3 3
Cromo 75 150 40 75 150
Niquel 30 70 13 30 70

VP — valor de prevencao; VRQ — valor de referéncia de qualidade.

O coeficiente de variacédo (CV) para os metais Cd, Cr e Ni variou de 13 a 17
%. O CV para Cd foi o0 mais alto (17 %) dos trés elementos, sugerindo que o Cd tem
a maior variacdo entre as amostras de solo e apresentando, portanto, a maior
possibilidade de ser influenciado por atividades humanas (CHEN et al., 2008; CAl et
al., 2015). O menor CV foi para Cr (13 %), o que também foi encontrado por Cai et
al. (2015) em 238 amostras de solos agricolas da China.

A Tabela 3 exibe os valores das areas classificadas segundo os critérios
adotados para os metais pesados na area experimental. Em uma area com 37 ha foi
possivel mensurar Cd, Cr e Ni em 34,7 ha (93,8 %); 34,7 ha (93,8 %) e 34,8 ha (94
%), respectivamente. Para Cd 1,9 % da area apresentaram valores dentro do VRQ);
81,1 % dentro do VP e 10,8 % apresentaram valores na faixa de intervencéo. O Cr

em 78,7% da area apresentou valores n&o criticos e em 15,1 % apresentou valores
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criticos. Para Ni, 93,8 % da area apresentaram valores nao criticos e 0,3 % valores
criticos, sendo os valores nao criticos concentracfes de metais maiores ou iguais ao

VRQ e menores ou iguais ao VP, enquanto que os valores criticos excedem o VP.

Tabela 3. Valores das éareas classificadas segundo os critérios adotados para os
metais pesados na area experimental

Intervencéo

Metal Referéncia Prevencéao . Total
Agricola
(ha)
Cd 0,7 30,0 4,0 34,7
N&o Critico Critico
Cr
(ha)
29,1 5,6 34,7
Ni 34,7 0,1 34,8

2.3.3 Analise de componentes principais

A andlise de componentes principais (ACP) foi utilizada para identificar as
principais fontes de poluicdo do solo na area selecionada. Esta analise originou um
novo conjunto de variaveis (Tabela 4) com dois autovetores (CP1 e CP2 que
representam 57,41% da varidncia total dos dados), sendo os autovetores com
valores discriminatérios os que apresentam coeficientes de seus atributos acima de
0,5 e - 0,5 (maior importancia linear) e estes foram destacados. Vale ressaltar que
em todos os autovetores foram destacados valores discriminatorios.

O grupo obtido no CP1 (Tabela 4) que envolve as variaveis Ni e Cr também
foi encontrado por Lado et al. (2008) em estudo de solos da Europa, que associou a
ocorréncia de atividades sismicas e processos de mineralizacdo ao aumento destes
metais no solo. No presente estudo, a relacdo direta dos maiores pesos no CP1 (-
0,8796 e - 0,8227 para Ni e Cr, respectivamente) mostra que a fertilizacdo mineral
contribuiu da mesma forma que a fertilizagdo com lodo de esgoto, para maior
acumulo de Ni e Cr no solo.

A correlacdo observada na CP2 envolve as variaveis MO e Cd, e estas

apresentam 0s maiores pesos negativos. Esta informacédo mostra que, quando ha
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aumento do teor de MO ha também aumento da concentracdo de Cd, sendo esta
interacdo explicada pela capacidade complexante da MO, que pode afetar a
solubilidade, a biodisponibilidade e a mobilidade dos metais, retendo-os e
diminuindo assim a mobilidade do poluente (QUENEA et al., 2009).

O pH é uma importante variavel quando se estuda metais pesados no solo
porque quando ha elevada acidez no meio, pode ocorrer solubilizacdo desses
elementos, disponibilizando-os para as plantas. Tal informacéo se faz importante a
correcdo do pH do solo (MOURA et al., 2006). No entanto, neste estudo, a variavel
pH ndo apresentou importancia discriminatéria e ndo mostrou correlagdo com as
demais variaveis (Tabela 4). Este fato pode estar associado ao extrator empregado
gue contém acido em sua composicdo e é usado para obtencdo de teores

pseudototais, os quais ndo sofrem efeito do pH do solo.

Tabela 4. Valores dos componentes principais encontrados na respectiva analise.

Variaveis CP1 CP2
MO (g dm™) 0,2018 -0,7276*
pH CaCl, 0,1067 0,4476
Ni (mg kg™ -0,8796* -0,0208
Cd (mg kg™ -0,4753 -0,5934*
Cr (mg kg™ -0,8227* 0,2447

CP1 — componente principal 1; CP2 — componente principal 2; MO — matéria organica; *valores

discriminatorios.

O CP1 é caracteristico por representar em 34,6 % a originalidade das
amostras enquanto que o CP2 representa 22,8%, totalizando uma

representatividade de 57,4 % da variabilidade original (Figura 1).
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A dispersao estatistica dos pontos (Figura 1) mostra distribuicdo heterogénea
dos metais nas areas sob diferentes manejos (PC, PL e PD). Esta dissipacdo é
notada pelo posicionamento dos pontos no plano — pontos aglomerados a esquerda
do eixo central e pontos aglomerados a direita do eixo central, indicando que o 0s
tipos de manejo (PC, PL e PD) n&o diferiram na retencéo dos metais no solo.

Os pontos amostrados em area de mata nativa estao distribuidos de forma
homogénea, pois se localizam a direita do plano e apresentaram elevados valores
apenas para MO e para Cd quando comparado com os demais pontos. A elevada
concentracdo de MO indica boa qualidade do solo, o que é justificavel por esta area
nunca ter sofrido atividades antropicas (SOUZA et al., 2010), enquanto que a
elevada concentracdo de Cd pode ser explicada pelo material de origem da éarea
(CAl et al., 2015).

Foi possivel observar que 87 % da area apresentaram teores de MO
classificados como médios e 13 % como baixos (Figura 2). Destaca-se que maiores
teores de MO auxiliam no fornecimento de nutrientes as plantas, na complexacéo de
elementos toxicos e micronutrientes e na retencdo de cations (LIMA et al., 2009;
COSTA et al, 2010). No presente estudo, os menores teores de MO foram
encontrados em areas com sistema convencional de cultivo. Cardoso et al. (2010) e
Santos et al. (2008) relatam que em solos em plantio direto ha maior concentracao
de MO na superficie, o que pode indicar maior acumulo de carbono, do que em
sistemas convencionais de cultivo, os quais adotam operacfes com intenso
revolvimento do solo.

A distribuicdo espacial dos metais Cd e Cr (Figuras 3 e 4) indica que a area
de estudo aponta a poluicdo ambiental, pois apesar da maior parte da area
apresentar faixa de concentracado dos metais dentro do limite de prevencao, estes se
acumulam no solo e ocasionam poluicdo (QUENEA et al., 2009). Também mostram
gue, em pequenas areas, as concentracées de Cd, Cr e Ni ja ultrapassaram o0s
valores de prevencao, estando dentro da faixa de valores de intervencéo agricola e
valores criticos, os quais indicam poluicdo. Esta contaminacdo tem como origem a
acumulacdo destes elementos no solo por meio de praticas agricolas intensivas,
uma vez que fertilizantes fosfatados e lodo de esgoto sao fontes de contaminagao
(MORTVEDT, 1996; NOGUEIRA et al., 2008; CAl et al., 2015).
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As concentracdes de Ni foram inferiores ao VP (Figura 5), o que significa que
as entradas de metais pesados através do uso de calcario, fertilizantes e defensivos
agricolas foi baixa ao longo do periodo de exploracdo agricola do solo. Destaca-se
gue a contaminacdo de &reas agricolas por metais pesados apresenta grandes
riscos a saude e ao ambiente, pois estes componentes podem chegar ao ser
humano através da ingestdo de alimentos e aguas contaminadas, visto serem
absorvidos pelas plantas e poderem chegar aos lencois freaticos (HARMANESCU et

al., 2011).
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2.4 Conclusdes

A éarea destinada a praticas agricolas sob diferentes tipos de manejo
apresentou, em larga escala, contaminacdo do solo por Cd e Cr e contaminagéo
pontual por Ni. Mesmo o Cd apresentando concentracdo elevada em solo de mata
nativa, podendo ser devida ao material de origem da area, este, também apresentou
concentracdes elevadas em area agricola indicando sua acumulacéo.

O Cr, metal com os maiores teores medios na area total, se encontra
acumulado tanto em &rea com aplicacdo de lodo de esgoto, a qual o contém em sua
composicdo, como também em area com aplicacao de fertilizantes minerais.

A analise de componentes principais (CP1) mostrou que tanto a fertilizacao
mineral quanto a aplicacdo de lodo de esgoto contribuiram no acumulo de Ni e Cr
no solo (PC 235, PC 280 e PL 403A). Também mostrou que 0s manejos sob
sistemas de plantio direto com aplicacéo de fertilizantes minerais e organicos, plantio
convencional com aplicacdo de fertilizantes minerais e plantio convencional com
aplicacdo de lodo de esgoto, em relagcdo a retencdo dos metais no solo, néo
apresentaram diferenca. Uma das formas de remover e/ou reduzir quantidades de
metais pesados em solos € o uso de técnicas de biorremediacdo, como a

fitorremediacao.
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CAPITULO 3 - Isolamento e identificagdo de bactérias resistentes a cadmio,

cromo e niquel com potencial para biorremediacéo

RESUMO: Atividades antropicas alteram a qualidade do solo e afetam a microbiota
local, sendo a contaminacdo por metais pesados uma das atividades que mais
causam danos ao solo. Visando a descontaminacao, desintoxicagdo ou recuperagao
do solo contaminado, técnicas que associam plantas a micro-organismos,
biorremediacdo, como a fitorremediacédo, vem sendo aplicadas. Portanto o objetivo
desse trabalho foi isolar e identificar bactérias resistentes a cadmio (Cd), cromo (Cr)
e niquel (Ni), bem como caracterizi-las para o uso em processos biotecnoldgicos
e/ou biorremediagdo de solo contaminado com esses metais. Foram obtidos 592
isolados de 19 amostras de solo de area cultivada ha 80 anos sob diferentes tipos
de manejos. Todos os isolados foram submetidos a teste de resisténcia a cadmio,
cromo e niquel. Os isolados resistentes a esses metais em maiores concentracoes
foram avaliados quanto a capacidade de solubilizagcdo de fosfato e producédo de
acido indolacético (AlA). Os isolados foram identificados por sequenciamento do
gene 16S rRNA. Os isolados 209/16, 395/8, 395/10 e 395/18 apresentaram
resisténcia a Cr e Cd em concentracdes de até 5 mmol L™. Esses isolados foram
identificados como Paenibacillus sp., Burkholderia sp. e os dois ultimos como
Cupriavidus sp. O isolado 185/9 foi identificado como Ensifer sp. e apresentou
resisténcia a Cd, Cr e Ni, simultaneamente, na concentracdo de 2,5 mmol L. Todas
as bactérias isoladas apresentam potencial para serem utilizadas em processos de
biorremediagédo ou fitorremedicdo em amostras contaminadas com 0s metais
pesados Cd, Cr e Ni, considerando suas caracteristicas como solubilizadoras de
fosfato e produtoras de acido indolacético (AlA).

Palavras-chave: Burkholderia sp., Cupriavidus sp., Ensifer sp., fitorremediacéo,
Paenibacillus sp., resisténcia.
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ABSTRACT: Anthropic activities change the soil quality and affect the local
microbiota, being the contamination by heavy metals one of the activities that most
damage soil. Aimed at contaminated soil descontamination, detoxification or
regeneration, techniques that associate plants witch microorganisms, bioremediation,
as phytoremediation, have been applied. However the objective of this work was to
isolate and identify cadmium (Cd), chromium (Cr) and nickel (Ni) resistent bacteria,
as well to characterize them to biotechnology process use and/or contamined soll
bioremediation. From 19 soil samples were obtained 592 bacteria isolates from
cropland cultivated during 50 years under different types of management. All isolates
were submitted to resistence tests to Cd, Cr and Ni. The resistent isolates to Cd, Cr
and Ni, at higher concentrations, were evaluated for ability to phosphate
solubilization and indole-acetic-acid (IAA) production. The isolates were identified by
16S rRNA gene sequenciation. The isolates 209/16, 395/8, 395/10 and 395/18
presented resistence to Cr, and Cd at up 5 mmol Lconcentration. These isolates
were identified as Paenibacillus sp., Burkholderia sp. and the last two as Cupriavidus
sp. The isolate 185/9 was identified as Ensifer sp. and presented resistence to Cd, Cr
and Ni, simultaneously, at 2,5 mmol L™ concentration. All isolated bacteria presented
potential to be used in bioremediation or phytoremediation process in contaminated
samples with heavy metal, Cd, Cr and Ni, considering their phosphate solubilizing
and IAA production characteristics.

Keywords: Burkholderia sp., Cupriavidus sp., Ensifer sp., phytoremediation,
Paenibacillus sp., resistence.

3.1 Introducéo

O solo é um dos principais componentes do ambiente, ndo sendo apenas um
local para descarte de contaminantes, atua como tamp&o natural, controlando o
transporte de substancias e elementos quimicos para atmosfera, biosfera, etc (CAl
et al., 2015). Varias atividades humanas, especialmente as industriais e agricolas,
contribuem para a poluicdo de solos, principalmente a contaminacdo por metais
pesados (CHEN et al., 2015).

A presencga, o comportamento e a distribuicdo de metais pesados no solo
estdo associados a diferentes fontes, como intemperismo, erosdo de rochas-maes,
mineracédo, fundicdo, agricultura intensiva, aplicacdo de lodo de esgoto, emissdes
veiculares, bem como incineragéo de residuos urbanos e industriais, que aumentam
a concentragdo de metais no ambiente e consequentemente no solo (GU GUANG et
al., 2014; POLETTI et al., 2014; MUHAMMAD et al., 2011).
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Os micronutrientes sdo normalmente estudados em solos, pois seus teores
podem ser interpretados como indices confiaveis de fertilidade, concentracdes
necessarias para a manutencao das plantas, ou poluicdo ambiental, quando esses
elementos estdo presentes no solo em concentracbes que podem impactar
negativamente o ambiente. O elemento niquel (Ni) colabora com o desenvolvimento
das plantas, porém sua escassez nao € considerada um fator limitante, no entanto o
seu excesso afeta o crescimento das raizes e parte aérea das plantas e também
pode causar clorose (reducado da producéo de clorofila). Os elementos crémio (Cr) e
cadmio (Cd) séo considerados ndo essenciais e até mesmo téxicos para plantas em
guantidades minimas (HARMANESCU et al., 2011; DE MOURA et al., 2006).

Estes elementos também podem trazer riscos a saude humana quando ha
ingestdo de alimentos contaminados por tais metais. O Cd pode causar disfungéo
renal, hipertensdo e até mesmo cancer. O Cr pode causar problemas na artéria que
irriga a tiredide, policitemia sobre a producdo de glébulos vermelhos (hemacias) e
problemas na artéria coronaria direita. Ja a ingestao de alimentos contaminados por
Ni pode causar parada cardiaca fatal, erup¢cdes cutaneas, fadiga, dores de cabeca,
problemas cardiacos, tonturas e doenca respiratéria (KHAN et al.,, 2013;
MUHAMMAD et al., 2011).

Os metais pesados sdo altamente téxicos para a maioria dos micro-
organismos, no entanto existem bactérias que possuem uma variedade de
mecanismos de resisténcia que as tornam capazes de lidar com elevadas
concentracbes de metais pesados sendo utilizadas como agentes de absorgéo e
adsorcéao para remocéao de metais (CONGEEVARAM et al., 2007; GAYLARDE et al.,
2005). Estes mecanismos de resisténcia, codificados por genes cromossomais
incluem: bombas de efluxo, acimulo e complexacdo do metal dentro da célula,
reducdo do contaminante a uma forma menos toxica e producdo de
exopolissacarideos (ABDELATEY et al., 2011).

A capacidade dos micro-organismos em converter substancias toxicas em
compostos menos nocivos ou facilitar sua remocdo de um local é a base do
processo conhecido como biorremediacdo. Portanto, este processo consiste na
utilizacdo de agentes biologicos para transformacéo ou remogéao de residuos toxicos
ambientais (KRASTANOQV et al., 2013).
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Dentre as técnicas de biorremediacdo existentes podemos citar a
fitorremediacdo; técnica utilizada na remocdo de metais pesados do solo por
vegetais. Essa técnica pode estar associada ao uso de micro-organismos. Algumas
bactérias sdo capazes de sintetizar horménios promotores de crescimento, auxinas,
em especial o acido indolacético (AlA) e capazes de solubilizar fosfato (ULLAH et al.,
2015), tais caracteristicas associadas aos vegetais podem acelerar o processo de
fitorremediacao.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar bactérias resistentes
a metais pesados como o cadmio, cromio e niquel de solo de area agricola, além de
caracterizar esses isolados quanto a capacidade de producéao AIA e de solubilizacdo

de fosfato para utilizacdo em processos de fitorremediacdo em solos contaminados.

3.2 Metodologia

3.2.1 Amostras de solo

Foram coletadas dezenove amostras de solo, de areas agricolas, cultivado ha
mais de 80 anos com parte destinada a pesquisa nos ultimos 50 anos. As coletas
foram realizadas no periodo de 19 a 21 de fevereiro de 2014 com auxilio de trado
holandés na profundidade de 0 — 20 cm, sendo os solos amostrados classificados
como Latossolo Vermelho Eutroférrico (Lvef). Os manejos empregados no solo
amostrado de trés areas usadas para plantio de milho séo: plantio direto (PD) e
aplicacao de fertilizantes minerais ha 25 anos; plantio convencional (PC) e aplicacao
de fertilizantes minerais ha 50 anos e cultivo minimo e aplicacdo de lodo de esgoto
(PL) ha 17 anos. O lodo de esgoto empregado é procedente da Sabesp (Companhia
de Saneamento Basico do Estado de S&do Paulo), unidades de Barueri-SP, Monte
Alto-SP e Franca-SP e foi usado nas doses de 0,0 Mg ha’ (testemunha com
fertilizacdo mineral baseada na analise quimica do solo); 5,0 Mg ha™; 10,0 e 20,0 Mg
ha™ (base seca). Solo controle foi coletado de uma area de mata nativa (MN).

A érea amostral, pertencente a Fazenda de Ensino Pesquisa e Extensao
(FEPE) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP de Jaboticabal
- SP, localiza-se em torno da latitude de 21°14°47” S e longitude de 48°17°00” W,
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com altitude e declividade médias de 560 m e 6 %, respectivamente. O clima da
regido é tropical com temperatura e precipitacdo meédia, ao longo de cinco anos, de
22,64°C e 1257,6 mm, respectivamente.

Os pontos de coletas foram georreferenciados com receptor GNSS Trimble
R6 operado no método de posicionamento cinemético em tempo real (RTK),
adotando-se como estacdo base marco geodésico pertencente ao Sistema
Geodésico Brasileiro (SGB). As coordenadas plano-retangulares projetadas no
sistema de projecdo Universal Transversa de Mercator — UTM (Fuso 22, Hemisfério
Sul) sdo exibidas na Tabela 5. Adotou-se como sistema de referéncia geodésico o

Sistema de Referéncia Geocéntrico para as Américas — SIRGAS2000.

Tabela 5. Coordenadas plano-retangulares (Projecdo UTM)

Pontos E (m) N (m)
PC 184 782.389,13 7.647.906,75
PC 185 782.419,13 7.647.906,75
PC 279 782.149,13 7.648.026,75
PC 280 782.179,13 7.648.026,75
PC 356 781.999,13 7.648.116,75
PC 357 782.029,13 7.648.116,75
PC 368 782.359,13 7.648.116,75
PC 395 782.329,13 7.648.146,75
PC 209 782.389,13 7.647.936,75
PC 235 782.389,13 7.647.966,75
PC 384 781.999,13 7.648.146,75
PC 410 781.999,13 7.648.176,75
PC 191 781.849,13 7.647.936,75
PC 192 781.879,13 7.647.936,75
PC 75 781.969,13 7.647.786,75
PC 76 781.999,13 7.647.786,75
PD 378 781.819,13 7.648.146,75
PL 403A 781.806,69 7.648.185,94
MN 501 782.679,84 7.647.854,85

PC — Area sob sistema de plantio convencional com aplicacéo de fertilizantes minerais; PD - area
solb sistema de plantio direto com aplicacao de fertilizantes minerais; PL — &rea sob cultivo minimo
com aplicacdo de lodo de esgoto; MN - &rea de mata Nativa.
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3.2.2 Determinagéo de Cd, Cr e Ni em amostras de solo

Os solos amostrados foram secos ao ar e a sombra por 72 h em casa de
vegetacao, destorroados e peneirados utilizando peneira de 2 mm.

Para mensurar a concentracdo dos metais Cd, Cr e Ni adotou-se metodologia
3050B da USEPA, United States Environmental Protection Agency (1996), sendo a
guantificacdo dos metais nos extratos realizada por espectroscopia de absorcéo
atdmica com chama ar-acetileno em espectrofotometro GBC Avanta.

3.2.3 Isolamento de bactérias resistentes a Cd, Cr e Ni

Para isolar as bactérias do solo foi realizada diluicdo de 0,5 g de solo em 4,5
mL de NaCl 0,85 % (m/v) e, em seguida foram feitas trés diluicdes seriadas de 10x
(500 pL) em 4,5 mL de NaCl 0,85 % (m/v), inoculando, em triplicata, 100 pyL da
terceira e quarta diluicdo em placas petri com meio de cultura PGE sélido (0,5 g L™
de KH,PO,; 0,2 g L™ de MgS0,4.7H,0; 0,1 g L™ de NaCl; 1 g L™ de extrato de
levedura; 10 g L™ de glicose; agar 9 g L' e pH final de 6,8), com adicdo do
antifingico cicloheximida na proporcdo de 10 mL L™, conforme descrito por Sacco
(2013). ApoOs o crescimento das colbnias foram realizados célculos de unidade
formadora de col6nia (UFC).

As placas foram incubadas em estufa BOD a 30°C por 72 h. As colbnias
isoladas obtidas foram coletadas em microtubos de 2 mL contendo meio PGE liquido
e incubadas para cultivo por 24 h. Posteriormente, retirou-se 30 uL, que foram pré-
cultivados em micro-placas com 96 pocgos contendo 1,2 mL de meio liquido PGE
durante 72 h, a 30°C e 150 rpm. Apos esse periodo os isolados foram inoculados
nas placas contendo meio DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1986) com fons Cd?",
Cr** e Ni** nas seguintes concentracdes 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 e 5,0
mmol L*, obtidas a partir de solugdes preparadas pela dissolugdo de CdCl,.H,0,
CrCl3.6H,0 e NiCl,.6H,O em agua deionizada. As placas foram incubadas a 30°C,
por 72 h (Cd e Ni) e 120 h (Cr). A resisténcia dos isolados foi determinada pela

capacidade de desenvolvimento dos mesmos nesses meios.
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3.2.4 Solubilizacdo de fésforo

As bactérias que apresentaram maiores resisténcias aos metais foram
inoculadas (10 pL) em placas com meio sélido NBRIP (NAUTIYAL, 1999) e
incubadas a 30°C por 96 h. A solubilizacdo do fésforo foi avaliada pela formacao de
halo ao redor das coldnias, sendo a eficiéncia de solubilizacdo calculada pela razéo
entre o diametro do halo e o diametro das col6nias (BERRAQUERO et al., 1976).

3.2.5 Producéao de acido indolacético (AlA)

As estirpes bacterianas resistentes as maiores concentracfes dos metais
foram previamente cultivadas em meio PGE suplementado com 100 pg de
L-tryptophan, amino&cido precursor para biosintese do AlA) por 24 h, a 30°C e 150
rpm. Estas amostras foram centrifugadas durante 30 min a 10.000 xg a 4°C. Foram
coletados 500 pL do sobrenadante e este foi misturado vigorosamente com 1 mL de
Reagente de Salkowski (GORDON e WEBER, 1950). A mistura foi incubada durante
30 min no escuro. A presenga de auxina foi visualizada pela coloragéo avermelhada
e quantificada por leitura de absorvancia a 530 nm, sendo as medidas de
absorvancia realizadas em triplicata. A concentracdo de AIA no meio de cultura foi
determinada com o auxilio de uma curva analitica obtida a partir de solucdes
padrées de AIA nas seguintes concentracdes: 5, 10, 20, 25, 30, 40, 50, 75, 100 e
125 ug mL?, com R2 = 0,9745. Para a andlise dos dados de producdo de AIA
realizou-se ANOVA pelo programa R, sendo todos os dados expressos pela média
das triplicatas. Foi utilizado o teste de Tukey para comparar as médias dos
tratamentos; a variabilidade nos dados foi expressa pelo desvio e p <0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.

3.2.6 Identificacdo de bactérias

Os isolados bacterianos resistentes as maiores concentracdes de Cd, Cr e Ni
foram cultivados em meio PGE e usados para a extracdo de DNA, segundo Marmur

(1961), sendo a qualidade dos DNAs avaliadas por eletroforese em gel de agarose



50

0,8 % e as quantidades de DNA determinadas em nanodrop (NanoDrop 1000
Spectrophotometer — Thermo Scientific).

A amplificacdo do gene 16S rRNA foi feita pela reacdo em cadeia polimerase
(PCR) usando oligonucleotideos universal fD1 (5-CCg AAT TCg TCg 33 ACA ACA
gAg TTT gAT CCT ggC TCA g - 3’) e rD1 (5'-CCC ggg ATC CAA gCT TAA ggA ggT
gAT CCA gCC - 3) (WEISBURG et al., 1991) e primers internos 362f (regido 339-
362), 786f (regido 746-786) e 1203f (regido 1179-1203) segundo Inui et al. (2012).
As reacbes de PCR continham 20 mmol L™ de Tris-HCI; 1,5 mmol L™* de MgCly; 5
pmol de cada oligonucleotideo; 1,25 U de Taq polimerase Fermentas e 40 ng de
DNA. O DNA foi amplificado em termociclador PTC-100™ “Programmable Thermal
Controller” — MJ Research, Inc. de acordo com o programa: pré-aquecimento a 95°C
por 1 minuto; 39 ciclos de 2 min de desnaturacdo a 95°C; 1 min de emparelhamento
dos oligonucleotideos a 36°C; 1 min de elongacdo a 72°C e 5 min de etapa de
extenséo final a 72°C.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit “DNA Clean &
Concentrator ™ -5” Zymo Research e o sequenciamento do 16S rRNA foi realizado
na plataforma ABI 3700 (Applied Biosystems).

As sequencias foram analisadas, preliminarmente, com 0s programas
“Sequencing Analysis 3.4” e “Phred/ Phrap/Consed” (GORDON et al.,, 1998). As
sequéncias com mais de 400 bases e com qualidade Phred acima de 20 foram
selecionadas, com auxilio do programa Contgen. As sequencias em formato fasta
foram comparadas com sequéncias do GenBank utilizando o programa BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997) e também analisadas no banco Ribossomal Database
Project (RDP). Para alinhar as sequéncias de DNA, utilizou-se o programa BioEdit
(HALL, 2001), e para a construcdo da arvore filogenética foi adotado como método
de distancia Maximum Likelihood sendo, as analises filogenéticas evolutivas e
moleculares realizados utilizando MEGA versao 6 (TAMURA et al., 2013).
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Caracteristicas do solo

Nas areas onde as praticas agricolas sao intensas, 0os metais pesados séo
adicionados devido a utilizacdo de fertilizantes comerciais, lodo de esgoto e
pesticidas (CHEN et al., 2008; CAI et al., 2010). O Cd, por exemplo, € encontrado
naturalmente nos solos pelo desgaste da rocha de origem sendo as rochas
sedimentares as que apresentam a maior concentracio deste metal. E constituinte
dos fertilizantes fosfatados, que sdo fontes de contaminacédo para solos agricolas
(ALLOWAY, 1995b). O Cr é encontrado nos solos com outros elementos na forma
de oxidos de ferro e de chumbo. J& a quantidade de Ni tem aumentado muito nos
solos devido atividades antrépicas como descarte incorreto de residuos, aplicacao
de fertilizantes, pesticidas agricolas e lodo de esgoto (LOPEZ e MAGNITSKI, 2011).

As concentracdes dos metais quantificados no solo e as UFC estédo

apresentadas na Tabela 6.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0375674214003355#bb0020
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Tabela 6. Concentragfes de niquel (Ni), cadmio (Cd) e cromio (Cr) nas amostras de

solos utilizadas para isolar bactérias resistentes a metais pesados; numero total de

bactérias por grama de solo (UFC/ g solo) e numero de isolados morfologicamente

diferentes obtidos.

: 6

Pontos mgNllg'l mgfgg'l mgclig'l (Lg“:s,%lig'l N° de isolados
PC 184 22,77 0,99  83,38* 4,11 27
PC 185 17,21 1,45 62,39 4,53 21
PC 279 16,92 0,80 64,39 5,55 30
PC 280 29,14  1,43*  97,03* 0,66 22
PC 356 21,26 1,08 64,81 5,90 28
PC 357 23,85 1,28  94,29* 5,26 19
PC 368 31,15+ 1,24 70,55 6,50 42
PC 395 20,83 1,20 56,65 11,19 40
PC 209 13,92 0,96 73,70 5,60 44
PC 235 41,09 0,62  81,22* 8,40 48
PC 384 28,92 1,57  77,30* 5,18 21
PC 410 18,01 0,83 65,08 6,79 25
PC 191 20,10 0,72 58,37 1,10 23
PC 192 16,14 2,4* 51,81 3,93 39

PC 75 12,25  1,56* 51,42 7,20 32

PC 76 14,84 0,43 57,67 7,00 54
PD 378 19,69 1,19 74,47 3,75 26
PL 403A 31,04* 1,53*  86,53* 18,63 26
MN 501 16,99  1,38* 57,43 1,28 25

VP CONAMA 30 1,3 75 Total = 592

* concentracdes de metais que ultrapassaram os valores de prevencédo (VP) do CONAMA (Conselho
Nacional do Meio Ambiente), que por meio da Resolucéo 420/2009, dispde sobre critérios e valores
orientadores de qualidade do solo quanto a presenca de substancias quimicas e estabelece
diretrizes para o gerenciamento ambiental de &reas contaminadas por essas substancias em
decorréncia de atividades antrépicas. PC — area sob sistema de plantio convencional com aplicacédo
de fertilizantes minerais; PD - area sob sistema de plantio direto com aplicagdo de fertilizantes
minerais; PL — area sob cultivo minimo com aplicacéo de lodo de esgoto; MN - area de mata nativa.

Conforme apresentado na Tabela 6, 15,8 % das amostras apresentaram

concentracfes de Ni acima do valor de prevencéao (VP) recomendado pelo CONAMA

que é de 30 mg kg™; 36,8% das amostras estdo acima do VP para Cd que é de

1,3 mg kg’ e 31,58% estéo acima do VP para Cr que é de 75 mg kg™. O solo de

mata nativa apresentou concentracdo acima do VP apenas para Cd e isto é

explicado pelo material de origem da area, Basalto (CAl et al., 2015). Alguns pontos
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estdo acima do valor de prevencao para mais de um metal, que € o caso de Cd e Cr
(em PC 280 e PC 384); de Ni e Cr (em PC 235) e para os trés metais em PL 403.
N&o parece existir qualquer correlacdo entre o numero de UFC e a
concentracdo de metais no solo (Tabela 6). Os dois maiores valores de UFCs estéo
em PC 395, que apresentou concentracdes moderadas de metais e em PL 403A
caracterizado por apresentar altas concentracdes de Ni, Cd e Cr. Por outro lado, os
menores valores de UFC foram observados em PC 280, PC 191 e MN 501, cujas

amostras possuem quantidades variadas de metais em sua composigao.

3.3.2 Bactérias resistentes a metais pesados

A presenca de micro-organismos em locais contaminados esta relacionada
aos mecanismos de resisténcia que eles apresentam e também a adaptacdo as
condicOes locais. Esses micro-organismos se proliferam e se tornam dominantes,
pois utilizam os substratos poluentes como fonte de nutrientes (KUIPER et al.,
2004). Desta forma os 592 isolados, morfologicamente diferentes, obtidos nos

pontos amostrados foram avaliados quanto a resistencia ao Ni, Cd e Cr, Figura 6.
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Figura 6. Numero de isolados bacterianos resistentes as concentragées de 0,1; 0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 e 5,0 mmol L™ de Cd, Cr e Ni em meio DYGS.
O numero de isolados resistentes aos metais diminuiu com o0 aumento da
concentracdo deles no meio de cultivo (Figura 6). Entretanto, as bactérias isoladas

apresentam sensibilidade diferente frente aos trés metais estudados. Baixa
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concentracéo de cadmio (0,1 mmol L") é suficiente para impedir o desenvolvimento
de mais de 70% dos isolados. Por outro lado, as concentracdes de cromio e niquel
gue proporcionam essa mesma taxa de inibicAo de crescimento sdo 3 e
2,5 mmol L*, respectivamente. Além disso, nas concentracbes superiores a
4 mmol L' dos trés elementos ocorreu diminuicdo significativa do nimero de
iIsolados que conseguem se desenvolver in vitro.

A diminuicdo do numero de isolados que podem ser cultivados em altas
concentracfes de metais esta relacionada a capacidade de resisténcia que algumas
bactérias apresentam. Algumas espécies bacterianas sdo resistentes a presenca de
contaminantes, como metais pesados, sendo esta resisténcia desenvolvida por
caracteristicas do genoma e metabolismo (LOPES et al., 2011). Por outro lado, a
resisténcia a metais pode ocorrer devido a exposicédo prolongada, a qual favorece a
selecdo e proliferagdo de micro-organismos tolerantes ao estresse causado pelos
metais (HUTCHINSON e SYMINGTON, 1997).

Observou-se que de um total de 592 bactérias isoladas, o numero de
organismos resistentes ao Cd** teve uma queda acentuada na concentracdo de 2,5
mmol L™e na concentracdo de 3 mmol L™ verificou-se uma queda significativa do
namero de isolados, passando de 11,65 para 2,7 %. Ayano et al. (2014) verificaram
que 2,0 mmol L foi a concentragéo de Cd** que mais inibiu o desenvolvimento de
bactérias isoladas de solo. Este elemento pode causar danos irreversiveis as células
bacterianas, pois se ligam a proteinas respiratorias e produzem oxigénio reativo,
além de reduzir a taxa de crescimento, diminuir a densidade celular e até mesmo
levar a morte (LEE et al., 2001; MA et al., 2009).

Quando se analisa a resisténcia ao Cr observa-se que 3 mmol L™ foi a
concentracdo que mais interferiu no desenvolvimento de bactérias, ou seja,
promoveu diminuicdo de 29,1 para 0,7 % isolados resistentes. O maior numero de
isolados resistentes ocorreu em meio contendo Cr, 0 que pode estar relacionado a
utilizacdo de Cr(lll), forma menos toxica deste metal, para o preparo do meio de
cultivo. Sotero-Martins et al. (2014) avaliaram o potencial de biorremediacdo de
bactérias e observaram que 25,2 % apresentaram resisténcia a Cr até 1 ug L*
(0,0192 mmol L™"). Mesmo este metal apresentando toxicidade, tanto na forma

hexavalente quanto na trivalente, observa-se que algumas bactérias séo tolerantes a
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este elemento. A toler&ncia a metais esta relacionada a producdo de substancias
guelantes capazes de se ligarem e complexarem metais, favorecendo o
desenvolvimento destes micro-organismos em ambientes em que a microbiota esteja
em constante competicdo (ULLAH et al., 2015).

O percentual de bactérias resistentes a Ni na concentragdo de 2 mmol L™
passou de 9,1 para 1,0 % em 3 mmol L™ Castro-Silva et al. (2003) isolaram e
caracterizaram bactérias resistentes a 10 mmol L* de Ni em ambientes de
mineracdo de carvao. Isolados obtidos em é&rea de descarte de residuos urbanos
apresentaram resisténcia a 0,5 mg mL™ (8,52 mmol L™) de Ni (Samanta et al., 2012).
O niquel € um metal importante para a constituicdo e atividade de muitas
metaloenzimas (MARSCHNER, 1995; NEGI et al., 2014). Por outro lado, ele também
pode alterar os padrbes de metilacdo de citosina provocando hipometilacdo ou
hipermetilacdo do DNA, que pode levar a instabilidade cromossGmica ou aumento
da susceptibilidade dos cromossomos para quebras, respectivamente (KOVALCHUK
et al., 2001). A genotoxicidade induzida por Ni pode ser devida as interacfes deste
metal com as proteinas da cromatina formando ligagdo cruzada proteina-DNA
(ROSSMAN, 1995; ANJUM et al., 2015).

Dos 592 isolados bacterianos, apenas 17 diferentes isolados se
desenvolveram em meio contendo 4 mmol L™ dos metais e estes foram submetidos
a testes de resisténcia a 5 mmol L. Dos 17 isolados avaliados 10 foram resistentes
a essa nova concentracdo de metal. Para o Cd foram observados 6 isolados
resistentes, sendo todos obtidos de amostra de solo da area de plantio
convencional, PC 395, e plantio direto PD 378 (isolados 378/8, 395/8, 395/10,
395/18, 395/23, 395/33). O micro-organismo resistente a 5 mmol L™ de Cr foi isolado
da amostra PC 209 (isolado 209/16) e, os resistentes a 5 mmol L™ de Ni foram
obtidos das amostras de solo da area PC 209 e PC 280 (isolados 209/9, 209/22 e
280/21). Esses isolados foram selecionados para estudos de producéo de AlA e

capacidade de solubilizacdo de fosfato.

3.3.3 indice de solubilizacdo de fosfato (MSP) e producdo de AIA por

bactérias resistentes a metais
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Dez isolados bacterianos morfologicamente e bioquimicamente diferentes
(avaliados por eletroforese de alfa-esterase em gel de poliacrilamida, dados nao
mostrados) e resistentes & concentracdo de 5 mmol L™ dos metais (citados no item
anterior), juntamente com trés isolados resistentes a 2,5 mmol L™, simultaneamente
aos mesmos metais (185/9, 185/10 e 185/15) foram avaliadas quanto a capacidade
de solubilizacdo de fosfato e producdo de fitohorménio — auxina (AlA). Dos 13
isolados estudados observa-se (Tabela 7) que apenas sete apresentaram formacao
de halo de solubilizacdo de fosfato e todos apresentaram producao de AlA, sendo

gue uma apresentou uma produgéao significativa.

Tabela 7. Producéo de acido indolacético (AlA), indice de solubilizacdo de fosfato e

resisténcia a 5 mmol L™ por 13 isolados bacterianos de solo agricola.

Isolados Resisténc_ia aos solljgﬂ:g:g%% de Producéo _cie*AIA
metais fosfato (ug mL™)

185/9 Cd, Cr, Ni* 0 3,28+ 0,72
185/10 Cd, Cr, Ni** 127 6,51+ 0,36 e
185/15 Cd, Cr, Ni** 1,25 3,35+ 0,42 i
209/9 Ni 14 10,28 + 0,36 b
200/16 Cr 0 6,9+0,21d
209/22 Ni 1,56 3,29+ 0,75
280/21 Ni 144 3,62 £0,42 g
378/8 Cd 0 6,5+0,21 e
395/8 Cd 2,22 3,42 + 0,36 h
395/10 Cd 0 45,6 +0,21 a
395/18 Cd 0 2,31 +0k
395/23 Cd 1,63 7,69+0,21 ¢
395/33 Cd 0 4,86 + 0,21 f

*Médias das triplicatas e desvio padrdo. Letras diferentes dentro da coluna indicam diferenca
significativa em p < 0,05 de acordo com teste de Tukey usando o software estatistico R.
*resisténcia na concentracdo de 2,5 mmol L™

O indice ou eficiéncia de solubilizacdo de fosfato (E) variou de 1,25 a 2,22
apos 96 h de incubacédo. O processo de solubilizagdo pode ser classificado em baixa
solubilizacéo (E < 2); solubilizacdo média (2 < E < 3) ou alta solubilizacdo (E > 3)
(SILVA FILHO e VIDOR, 2000). Desta forma, dentre os microrganismos estudados
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foi encontrado apenas 1 com eficiéncia de solubilizacdo classificada como média
(entre 2 e 3) e 6 estirpes com eficiéncia de solubilizacdo classificada como baixa
(E<2).

Cento e trinta (130) isolados bacterianos solubilizadores de fosfato mineral,
encontradas no sudeste da Venezuela, apresentaram halo de solubilizacédo de
diferentes tamanhos o que sugeriu a existéncia de bactérias que exibem diferentes
graus de eficiéncia de solubilizacdo (PEREZ et al., 2007). Do mesmo modo,
Massenssini et al. (2008) obtiveram 66 isolados bacterianos que apresentaram
formacdo de halo de solubilizagdo variando de 0 a 4,07 mm e 3 isolados que
apresentaram indices superiores a 3,15. Em solo contaminado com chumbo (Pb),
Park et al. (2011) encontraram 18 estirpes de bactérias com potenciais de
solubilizacéo de fosfato, sendo que sete apresentaram halo de 2 mm e quatro halo
com 3 mm

O uso de micro-organismos com capacidade de solubilizar fosfato tem sido
empregado como forma de substituir ou reduzir o uso de fertilizantes fosfatados
soluveis, havendo assim melhor aproveitamento dos fosfatos naturais (OLIVEIRA et
al.,, 2012) e menor contaminacdo do solo por metais pesados contidos nos
fertilizantes minerais (SHEPPARD & THIBAULT, 1992; ALLOWAY, 1995b; LOPEZ e
MAGNITSKI, 2011).

Embora o fosforo (P) seja abundante em solos nas formas inorganicas e
organicas, sua baixa disponibilidade as plantas € uma caracteristica predominante
nos solos brasileiros. E um elemento essencial para o desenvolvimento das raizes e
perfilhamento das plantas (capacidade de alguns grupos de plantas em emitir
brotacao lateral), além de ser fundamental em processos de nodulacéo e fixacao de
nitrogénio atmosférico. A alta capacidade de adsorcdo deste nutriente, em
consequéncia da acidez e teores elevados de 6xidos de ferro e aluminio, favorece
sua imobilizagdo quimica e sua baixa mobilidade, o que leva a necessidade de
aplicacao de altas quantidades de adubos fosfatados (LOPES et al., 2011; PORTO
et al., 2012).

Plantas e micro-organismos podem aumentar a disponibilidade de P
inorganico através da alteragcdo do pH e exsudar &cidos organicos na rizosfera
(RENGEL e MARSCHNER, 2005). Apenas 0,1% da quantidade total de P esta em
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forma soluvel, disponivel para a absorgéo pelas plantas (ZHOU et al., 1992), porém,
uma alternativa para disponibilizar formas absorviveis de P as plantas € o uso de
inoculantes microbianos (biofertilizantes) que possuem atividade solubilizadora de P
em solos (SHARMA et al., 2013). Estes micro-organismos, através de mecanismos
de solubilizagdo e mineralizagdo, séo capazes de converter formas inorganicas e
organicas de P do solo (KHAN et al., 2009) em forma biodisponivel, facilitando assim
sua absorcéo pelas raizes das plantas (SHARMA et al., 2013).

Com relacdo a producédo de fitohorménio AlA, todas as bactérias estudadas
apresentaram capacidade de producdo diferenciada. A producdo variou de
2,3 ug mL™* (isolado 395/18) ao valor maximo da auxina (45,7 ug mL™) produzida
pelo isolado 395/10.

O AIA pode ser produzido por duas fontes: pelos tecidos vegetais (producao
enddgena) e pela acdo de micro-organismos (producdo exdgena), sendo esta Ultima
muito difundida entre bactérias do solo e bactérias associadas com plantas (BACA &
ELMERICH, 2007). O fitorménio, produzido por micro-organismos, atua sobre o
crescimento das raizes, o que resulta no aumento do comprimento, numero de
raizes laterais e de pelos radiculares melhorando o crescimento da planta em solos
contaminados com metais pesados (RAJKUMAR et al., 2012).

O sucesso da fitorremediacdo, técnica que visa a descontaminacdo ou
desintoxicacdo de areas mediada por plantas, depende da resisténcia das plantas a
metais pesados e também da producéo elevada de biomassa (RASKIN et al., 1997;
RAJKUMAR et al., 2012). Estudos abordam a eficiéncia da utilizacdo conjunta de
plantas com micro-organismos para descontaminacdo de areas com metais
pesados, visto a capacidade de alguns micro-organismos de promoverem alteracdes
na mobilidade e biodisponibilidade destes elementos (AAFI et al., 2012; RAJKUMAR
et al., 2012). Além disso, algumas bactérias possuem caracteristicas especiais que
permitem a solubilizacdo de fosforo, fixagcdo de nitrogénio, sequestro de ferro e
producado de fitohormdnio que melhoram o crescimento da planta e a producdo da
biomassa da planta. Portanto, esses micro-organismos ajudam em processos de
fitorremediacdo (ULLAH et al., 2015).

Neste trabalho os resultados de producdo de AIA pelos isolados mostraram

gue essa caracteristica ndo esta relacionada com a capacidade de solubilizacdo de
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fosfato. O isolado 395/10 apresentou a maior producéo de AIA (45,6 ug mL™) e ndo
foi capaz de solubilizar fosfato. Por outro lado, o isolado 395/8, que mostrou maior
indice de solubilizacéo de fosfato (2,22), teve baixa producdo de AIA (3,42 ug mL™).

Véarios organismos apresentam capacidade de producdo do AIA. Alguns
organismos, tais como, Gluconacetobacter spp, Acinetobacter spp, Actinomyces
spp, Agrobacterium spp, Azospirillum spp, Bacillus spp, Burkholderia spp,
Curtobacterium spp, Pantoea spp, Pseudomonas spp e Xanthomonas spp podem
promover o crescimento vegetal aumentando o comprimento das raizes e o nimero
de pelos radiculares (PATTEN e GLICK, 1996). Esses micro-organismos, além da
producao de fitohormdnios, podem exercer diversas outras acées que estimulam o
desenvolvimento de vegetais, sendo conhecidos como bactérias promotoras de
crescimento de vegetais (PGP, plant growth promoting bactéria). As bactérias PGP
sdo, portanto, importantes ferramentas nos processos de fitorremediagcéo
(ULLAH et al., 2015).

3.3.4 Identificacdo dos isolados

Os resultados mostraram que quatro estirpes bacterianas apresentaram
resisténcia a concentracées de até 5 mmol L™ dos metais, capacidade mediana de
solubilizacdo de fosfato e/ou producdo de AIA (isolados 209/16, 395/8, 395/10,
395/18). Por outro lado, o isolado 185/9, apesar de ndo ser bom produtor de AlA ou
solubilizador de fosfato, apresentou resisténcia a Cd, Cr e Ni simultaneamente na
concentracdo de 2,5 mmol L. Todas essas bactérias foram isoladas de solo
agricola sob plantio convencional (PC) com aplicacdo de fertilizantes minerais e
apresentam potencialidade para uso em processos de fitorremediacédo. Portanto, os
isolados descritos acima foram identificados por sequenciamento do gene 16S
rRNA. A Tabela 8 exibe os resultados da andlise das sequencias do gene 16S rRNA
e a comparacdo com o banco de dados do NCBI pelo programa Blastn, assim como,
0 numero de identificacdo dessas sequencias depositadas nesse banco. O gene 16S
rRNA dos isolados teve sua sequencia completa determinada, observado pelo
tamanho das sequencias obtidas - aproximadamente 1500 pb. Dos cinco isolados
estudados quatro apresentaram porcentagem de identificacdo de 99 % com

espécies ja descritas no banco de dados, indicando que estes isolados se
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identificam com espécies ja encontradas. Entretanto, o isolado 395/18 s apresenta
90 % de identidade com uma sequencia de um organismo da mesma familia, mas
de género distinto do Cupriavidus.

Trabalho recente que compara sequencias do gene 16S rRNA depositadas
em bancos de dados mostra que o percentual de identidade entre sequéncias
completa desse gene refletem a confianca em se classificar taxonomicamente
isolados bacterianos. ldentidade de 94,5 % ou inferior € uma forte evidéncia para
géneros distintos; 86,5 % ou inferior € caracteristico de familias distintas; 82,0 % ou
inferior detecta ordens distintas; 78,5 % ou inferior é forte evidéncia para classes
distintas e 75,0 % ou inferior é forte evidéncia para filos distintos (YARZA et al.,
2014).

Tabela 8. Analise, comparacao e identificacdo das sequencias do gene 16SrRNA.

Tamanho da

Isolado Sequencia ldentidade e value Identificagdo ID
(pb) (%)

185/9 1450 99 0.0 Ensifer adhaerens KU168586
Paenibacillus

209/16 1520 99 0.0 polymyxa KU168587

395/8 1497 99 0.0 Burkholderia lata KU168588

395/10 1494 99 0.0 Cupriavidus = ;1 sa5gg
: metallidurans

395/18 1479 90 0.0 Cupriavidus =\ ;1 sa590

metallidurans

pb — pares de base; ID — identificacdo dos genes 16S rRNA depositados no Blastn

Portanto, cinco sequéncias do banco de dados NCBI que apresentaram as
maiores porcentagens de similaridade com as deste estudo foram comparadas com
as obtidas nesta pesquisa. Todas essas sequencias foram utilizadas para a
construcdo de uma arvore filogenética, sendo observado o agrupamento entre as
sequencias (Figura 7). A analise filogenética molecular foi realizada pelo método
Maximum Likelihood baseado no modelo Tamura-3 (TAMURA, 1992), com bootstrap
de 1000 repeticbes e as analises evolutivas foram realizadas no MEGA v.6
(TAMURA et al., 2013).
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Os dados de comparacao das sequencias do gene 16S rRNA dos isolados
com as 5 sequencias de maior identidade no banco de dados do NCBI comprovam a
classificacdo taxonémica em género de 4 dos isolados, mas sugerem que esses
organismos sejam diferentes daqueles cujas sequencias estdo depositadas. Por
outro lado o isolado 395/18, apesar de estar posicionado dentro do agrupamento de

diversas espécies de Cupriavidus, se mostrou distante filogeneticamente delas.

NR 074823.1 Cupriavidus taiwanensis
NR 040869.1 Cupriavidus laharis

NR 040987.1 Cupriavidus pinatubonensis

NR 102851.1 Cupriavidus necator

63
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@ KU168589.1 strain 395.10

@ KU168590 strain 395.18

98| 67

56

100 9 NR 040803.1 Ralstonia syzygii

9

NR 102967.1 Ralstonia pICkettII Pr Oteobactel Ia
1
4

NR 074551.1 Ralstonia solanacearum

NR 074688.1 Burkholderia vietnamiensis

NR 074686.1 Burkholderia cenocepacia
9911 NR 074687.1 Burkholderia ambifaria
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NR 102890.1 Burkholderia lata
o NR 102848.1 Burkholderia cepacia
o7 NR074254.1 Sinorhizobium medicae
81 NR 074279.1 Sinorhizobium meliloti
NR 115519.1 Sinorhizobium fredii
@ KU168586.1 strain 185.9

Proteobacteria
100

[<2]

NR 121784.1 Ensifer adhaerens

— NR 116265.1 Sinorhizobium chiapanecum

89 — NR 029109.1 Paenibacillus xylanilyticus

NR 122064.1 Paenibacillus sabinae
701 @ KU168587.1 strain 209.16
NR 075028.1 Paenibacillus terrae
99 |- NR 102803.1 Paenibacillus polymyxa
78 NR 115601.1 Paenibacillus peoriae

100

83 FArmicutes

NR 074197.1 Roseiflexus sp _] Chloroflexi_Root
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Figura 7. Andlise filogenética molecular pelo método Maximum Likelihood (baseado
no modelo Tamura-3) com bootstrap de mil repeticbes e analises evolutivas
realizadas no MEGA v.6.

O isolado 209/16 foi classificado pela comparacdo da sequencia do gene 16S
rRNA, como pertencente ao género Paenibacillus. Bactérias desse género séo
anaerobias facultativas, gram-positivas com formato em bastonete e apresentam
formacédo de endosporos. Além de serem altamente eficazes no controle de fungos
patogénicos de plantas e bactérias de origem do solo (LING et al., 2010),
apresentam producdo de enzimas hidroliticas, compostos organicos volateis (acao
nematicida e antifingica) e antibidticos eficazes contra plantas daninhas e
patdgenos humanos (RAZA et al., 2008; RAZA et al., 2009). Também auxiliam no
crescimento de plantas, pois sao fixadoras de nitrogénio, produtoras de hormoénios e
promovem uma maior absor¢do de fésforo (GOUZOU et al.,1993; RAZA et al.,
2008). Esta bactéria é conhecida por produzir antibiéticos peptidicos (PAMs), ativos
contra bactérias gram-negativas, fungos, bactérias gram-positivas e actinomicetos
(RAZA et al., 2008). Além disso, Paenibacillus sp. também produz grandes
guantidades de EPS quando cultivadas em meio adequado e devido a esta
producao de EPS vem sendo empregada para fins de biorremediagéo (KACI, 2006).
A superficie da biomoassa de Paenibacillus é capaz de acumular Cu(ll) e Ni(ll)
(COLAK et al., 2013) e o EPS produzido por Paenibacillus pode ser usado como um
agente adsortivo eficiente de Cd** (MOKADDEM et al., 2009).

Estudos mostraram que isolados do género Paenibacillus apresentam
resisténcia a Ni, Cd e Cu (ll) (COLAK et al., 2013; MOKADDEM et al., 2009); porém,
em nosso estudo o isolado 209/16 mostrou-se resistente apenas ao Cr
(5,0 mmol L"), ndo apresentou producdo de EPS e nem capacidade de solubilizar
fosfato, entretanto produziu nos ensaios in vitro 6,9 ug mL™* de AlA.

A espécie Paenibacillus polymyxa foi o organismo cuja sequencia do gene
16S rRNA do isolado 209/16 se mostrou mais similar. O P. polymyxa tem sido
isolado de véarias amostras ambientais (LAL et al.,, 2012). Atualmente sua
aplicabilidade tem sido potencialmente demonstrada na agricultura, industria e
medicina. E conhecida por promover o crescimento de plantas e induzir resisténcia

sistémica induzida — controle de patégenos e por emissées de compostos organicos
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volateis (LEE et al., 2012; EASTMAN et al., 2014). Este género apresenta genes
responsaveis pela sintese de fitohormonios, envolvidos na solubilizacdo de fosfato e
nas repostas ao estresse (EASTMAN et al., 2014). Além disso, o P polymyxa é
produtor de polimixinas E1 (colistina), um antimicrobiano polipeptidico que atua nas
membranas celulares e do antibidtico paenibacillin (HUANG e YOUSEF, 2012).
Tratando-se de resisténcia a metais, ndo foram encontrados trabalhos que
evidenciassem tal resisténcia a Cd, Cr e Ni por essa espécie.

O isolado 395/8 foi classificado como uma bactéria do género Burkholderia.
Esse genero é classificado como gram-negativo e benéfico a agricultura, pois é
capaz de competir com fitopatdbgenos, promover o crescimento de plantas,
solubilizar fosfatos e degradar compostos xenobioticos (DOURADO et al., 2013).
Sua diversidade metabdlica permite utilizar herbicidas e hidrocarbonetos como fonte
de carbono, apresentando assim potencial para biorremediacdo (COENYE et al.,
2001).

Dentre os isolados avaliados, o 395/8 apresentou resisténcia a Cd 5 mmol L™
e maior indice de solubilizacdo de fosfato. Dourado et al. (2013) isolaram espécies
de Burkholderia sp. de solos cultivados com café e contaminados com Cd e
relataram que estes isolados foram capazes de produzir AIA e solubilizar fosfato
inorganico. Também mencionaram que esta bactéria, ao interagir com plantas de
tomates expostas ao Cd promoveu o crescimento da planta e reduziu a absorgéo de
Cd pelas raizes, contribuindo na interagdo planta-micro-organismo.

Em estudo com cepas de Burkholderia sp. na presenca de Ni em
concentracdes de 1 a 4 mmol L™, Dourado et al. (2015) relataram que conforme se
aumentava a concentracdo deste metal, aumentava também a biossorcdo. Ha
relatos de que esta espécie apresenta capacidade de toleréncia e crescimento em
elevadas concentracdes ndo apenas de Cd e Ni, mas também de zinco (Zn), sendo
a capacidade biosortiva benéfica para o crescimento de plantas em solos
contaminados com estes metais devido a imobilizacdo momentanea dos metais
(GUPTA et al., 2004).

Além disso, pesquisadores demonstraram que a inoculacdo de Burkholderia
Sp. em cultivares de arroz resultou em um aumento na producéo de gréos, sendo

estas bactérias classificadas como diazotréficas (fixadoras de nitrogénio)
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(GUIMARAES et al., 2007; FERREIRA et al., 2011). Em nosso trabalho essa
avaliacao néao foi feita, entretanto esse isolado apresenta potencial para ser utilizado
como estimulador do desenvolvimento vegetal pela sua caracteristica de
solubilizac&o de fosfato.

O isolado 185/9 foi classificado pela analise do gene 16S rRNA como uma
bactéria pertencente a espécie Ensifier adhaerens. Esse género bacteriano pertence
a familia Rhizobiacea, familia na qual se encontram varios organismos com
capacidade de fixar nitrogénio. Bactérias do género Ensifier muitas vezes foram
classificadas como pertencentes ao género Sinorhizobium, outro género da mesma
familia, entretanto esses organismos possuem diferencas importantes. Enquanto
Sinorhizobium sdo organismos fixadores de nitrogénio em simbiose com
leguminosas os classificados como Ensifier ndo apresentam tal caracteristica
(CARARETO ALVES et al., 2014). O principal representante do genero Ensifier € a
espécie Ensifier adhaerens, sendo frequentemente obtida a partir do solo e
caracterizada por apresentar atividade predatoria a bactérias gram-negativas.

Muitos autores relatam que isolados desse género apresentam capacidade de
solubilizacdo de fosfato (HALDER et al., 1990; RAU et al., 2009; GLICK, 2010)
entretanto, no presente estudo, este género ndo apresentou tal caracteristica. Por
outro lado, Nonnoi et al. (2012) estudando isolados da mesma familia néo
observaram relacdo entre a solubilizacdo de fosforo e tolerancia a metais, o que
corrobora com os resultados deste trabalho visto que o isolado 185/9 do género
Ensifier, apesar de n&o apresentar solubilizacdo de fosfato, apresenta
simultaneamente, resisténcia a Cd, Cr e Ni 2,5 mmol L™,

A espécie Ensifer adhaerens é capaz de produzir cobalamina, vitamina B12
(THI et al., 2013), capacidade de fixacdo de N, promoc¢ao do crescimento de plantas,
remocao de poluentes organicos e oxidagao de metais pesados (ZHOU et al., 2013;
XU et al, 2016). Isolados de E. adhaerens apresentam producdo de EPS
responsavel pela solubilidade de poluentes e enzimas de defesa (oxidase e
peroxidase), que lhes conferem atuacédo na biorremediacdo de poluentes orgéanicos,
sendo capazes de realizar biossor¢céo de bifenilos policlorados (PCBs), compostos
organicos sintéticos, em aguas contaminadas (XU et al., 2016). Foi encontrada

também, para esta espécie, capacidade de degradar THIA (Thiamethoxam) um
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inseticida neonicotindide (ZHOU et al., 2013). Entre as moléculas sintetisadas por
Ensifer adhaerens foram encontradas a producdo de alinase, uma enzima com
atividade fungicida (YUTANI et al.,, 2011). Mesmo com capacidade de produzir
diversos produtos com aplicacdo em biotecnologia, ndo se tem relatos literarios
guanto a resisténcia de Ensifer adhaerens a metais pesados. Portanto, pouco se
sabe sobre a aplicabilidade desta espécie em biorremediacdo de areas
contaminadas com tais poluentes.

Os isolados 395/10 e 395/18 foram classificados inicialmente como
pertencentes ao género Cupriavidus. Apesar dos dois isolados apresentarem
resisténcia ao Cd a 5mmol L™, apresentaram capacidade de solubilizar fosfato. Por
outro lado o isolado 395/10 que apresentou sequencia génica com 99 % de
identidade com as sequencias de Cupriavidus metallidurans foi o maior produtor de
AlA dentre os organismos estudados.

As bactérias do género Cupriavidus sdo encontradas nos solos com elevadas
concentracfes de metais pesados e em humanos debilitados, sdo gram-negativas e
flageladas com metabolismo oxidativo. Utilizam acidos aminados como fonte de
carbono e nitrogénio, apresentam catalase e oxidase, além de resisténcia a diversos
metais pesados (VANDAMME e COENYE, 2004; UZEL e OZDEMIR, 2009).

Cupriavidus metallidurans é encontrada em solos e aguas com elevados
teores de metais pesados e apresentam multiplas resisténcias a metais pesados
devido conter genes codificadores de proteinas envolvidas em mecanismos de
efluxo de céations (VON ROZYCKI e NIES, 2009). Bactérias da espécie Cupriavidus
metallidurans apresentam alta tolerancia a metais pesados. O mecanismo que
atribui resisténcia retira substancias toxicas do meio para o citoplasma, acumulando-
as. Portanto o C metallidurans ndo seria uma bactéria eficiente para processos de
biorremediacdo (SCHENBERG, 2010). Por outro lado, os isolados desse género
seriam interessantes para trabalhos de manipulacdo genética, pois forneceriam os
genes necessarios para a imobilizacdo de ions metalicos (SCHENBERG, 2010).

Entretanto as comparacfes da sequencia do gene 16S rRNA do isolado
395/18 sugerem que essa bactéria seja uma nova espécie dentro desse género
(90% de identidade). Seria esse isolado uma nova espécie a ser estudada? Futuros

e aprofundados estudos moleculares deveréo ser feitos para se obter essa resposta.
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3.4 Conclusdes

Os isolados resistentes a cadmio, cromo e niquel possuem capacidade de
tolerar e de se desenvolver em elevadas concentragdes de metais pesados.

Entre os isolados obtidos, alguns sao produtores de horménio de crescimento
vegetal (AlIA) e/ou apresentam capacidade de solubilizagéo de fosfato.

A identificacdo de cinco isolados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA
sugere gque pelo menos um desses isolados possa ser uma nova espécie do género
Cupriavidus. Os outros quatro apresentaram grande identidade, 99%, com
sequencias de espécies reconhecidamente importantes em  processos
biotecnoldgicos e de biorremediacao.

Tais informacdes indicam que os isolados bacterianos obtidos apresentam
grande potencial para serem usados em processos de recuperacdo de areas

contaminadas através da técnica de fitorremediacao.
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4 Consideracdes Finais

1) A area estudada apresentou teores elevados de cadmio provavelmente
oriundos do material de origem do solo. As maiores concentracdes deste metal
ocorreram em areas sob atividades agricolas, indicando a acumulagdo do mesmo.

2) A area experimental apresentou contaminacdo do solo por cadmio e
cromio em grande parte da area experimental e contaminacdes pontuais por niquel.
O cromio foi o elemento que apresentou 0s maiores teores médios na area total e se
encontrou acumulado tanto na area sob aplicacdo de lodo de esgoto quanto em area
sob aplicacao de fertilizantes minerais.

3) A analise de componentes principais indicou que tanto a fertilizacédo
mineral quanto a aplicacdo de lodo de esgoto contribuiram no acumulo de niquel e
crdmio no solo, o que foi especificamente observado nos pontos: PC 235, PC 280 e
PL 403A.

4) Os sistemas de plantio direto com aplicacdo de fertilizantes minerais e
organicos; plantio convencional com aplicacdo de fertilizantes minerais e plantio
convencional com aplicacédo de lodo de esgoto, ndo diferiram em relacéo a retencéo
dos metais no solo.

5) Os isolados resistentes ao cadmio, cromio e niquel apresentaram
capacidade de se desenvolver em elevadas concentracdes destes metais, sendo
alguns, destes isolados, produtores de horménio de crescimento vegetal (AlA) e/ou
capazes de solubilizar fosfato.

6) A identificagéo de cinco isolados pelo sequenciamento do gene 16SrRNA
sugeriu que pelo menos um desses isolados possa ser uma nova espécie do género
Cupriavidus, enguanto que 0s outros quatro apresentaram grande identidade, 99 %,
com sequencias de espécies reconhecidamente importantes em processos
biotecnolégicos e de biorremediacéo.

7) Os isolados bacterianos obtidos apresentam grande potencial para serem
usados em processos de recuperacao de areas contaminadas atraves da técnica de
fitorremediacdo. Para futuros estudos, a aplicacdo destes micro-organismos em
processos de fitorremediacdo e o sequenciamento total da possivel nova espécie do

género Cupriavidus se faz necessario.



ANEXO

Valores de pH CaCl,e concentracdo de MO, Ni, Cd e Cr em solos sob plantio convencional com aplicacao de fertilizantes
minerais, solos sob plantio direto com aplicacao de fertilizantes minerais e solo sob plantio convencional com aplicacao de
lodo de esgoto.

Amostras MO 3 pH CaC3I2 Ni 1 Cd 1 cr 1
mg dm’ gdm’ mg kg - mg kg - mg kg -
PC1 21 6,5 14,48 1,08 78,00
PC 2 19 53 17,01 0,71 68,12
PC 3 20 59 12,11 0,89 54,29
PC 4 21 5,8 18,26 0,58 56,23
PC5 22 51 10,08 0,73 45,77
PC6 22 5,7 11,43 1,14 45,22
PC7 22 5,7 12,36 1,13 48,42
PC 8 22 51 15,37 1,05 66,97
PC9 22 6,0 11,22 0,86 57,31
PC 10 24 54 10,46 0,40 51,70
PC 11 19 55 13,63 0,65 71,12
PC 12 18 5,7 9,73 0,82 59,79
PC 13 22 5,6 14,50 0,23 51,14
PC 14 23 53 19,89 0,57 58,67
PC 15 22 5,2 12,74 1,00 46,74
PC 16 22 5,4 13,88 0,71 62,30
PC 17 24 51 11,15 0,88 53,32
PC 18 23 53 10,43 0,87 57,46
PC 19 21 4,6 11,03 0,59 54,88
PC 20 19 53 11,32 0,72 55,34
PC 21 19 5,7 11,18 0,77 65,84
PC 22 19 5,2 11,82 0,68 53,95
PC 23 28 5,2 12,12 1,10 40,31
PC 24 25 51 23,99 0,47 51,35
PC 25 26 59 11,18 0,75 42,78
PC 26 26 54 12,12 1,17 52,34
PC 27 25 5,2 13,91 0,38 62,44
PC 28 23 4,9 11,72 0,73 47,73
PC 29 20 5,2 13,74 0,17 60,01

PC 30 20 5,8 11,94 0,57 57,14



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PC 31 22 55 13,76 0,76 68,49
PC 32 21 5,3 12,10 0,44 64,30
PC 33 21 6,0 11,01 0,66 50,77
PC 34 18 5,9 10,87 0,50 52,06
PC 35 16 5,7 11,02 0,73 55,75
PC 36 23 5,7 12,14 0,89 39,35
PC 37 25 5,6 15,12 0,87 56,18
PC 38 25 6,1 10,09 0,88 39,59
PC 39 23 5,2 13,47 1,47 50,32
PC 40 26 5,2 11,66 0,78 46,56
PC 41 26 5,6 13,22 1,22 58,63
PC 42 21 5,0 14,70 1,10 47,47
PC 43 23 5,8 15,03 0,38 63,77
PC 44 22 5,9 12,62 0,69 50,83
PC 45 22 5,6 12,28 1,04 55,02
PC 46 17 5,9 11,21 0,94 52,82
PC 47 22 6,0 11,65 0,90 50,91
PC 48 18 5,7 12,55 1,01 60,79
PC 49 22 5,6 10,93 0,67 48,62
PC 50 18 55 12,73 0,08 61,21
PC 51 18 7,3 17,00 1,17 74,20
PC 52 21 55 9,93 0,83 65,54
PC 53 26 5,8 8,97 1,07 50,88
PC 54 26 5,9 9,47 0,96 51,54
PC 55 23 54 13,91 0,94 49,37
PC 56 24 5,2 11,47 1,16 64,05
PC 57 21 5,3 11,26 1,10 73,65
PC 58 20 4.9 10,87 0,91 59,46
PC 59 24 54 18,33 0,38 62,58
PC 60 22 5,6 19,90 0,40 66,49
PC 61 23 5,5 15,29 0,98 66,99
PC 62 22 6,0 17,63 0,97 70,57
PC 63 21 54 15,13 0,27 74,10
PC 64 21 5,8 13,63 0,51 60,71
PC 65 23 6,2 12,88 0,99 86,38

PC 66 19 5,4 11,42 0,95 79,47



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PC 67 21 5,2 14,13 0,88 76,07
PC 68 22 4,80 13,52 0,93 82,87
PC 69 21 5,6 13,64 0,94 80,58
PC 70 20 5,2 11,74 0,76 73,64
PC 71 18 5,8 15,93 0,65 72,65
PC 72 24 7,1 10,79 1,12 53,67
PC 73 25 4.9 10,23 1,02 51,37
PC 74 25 53 12,32 1,24 43,62
PC 75 27 54 12,25 1,56 51,42
PC 76 25 5,6 14,84 0,43 57,67
PC 77 21 5,9 11,33 1,03 66,90
PC 78 20 5,7 11,34 0,74 48,27
PC 79 20 5,3 14,15 1,06 75,64
PC 80 23 5,8 18,47 0,97 73,26
PC 81 18 5,0 15,89 0,94 69,62
PC 82 24 55 15,77 1,22 68,34
PC 83 25 4,9 13,26 0,62 69,64
PC 84 25 5,2 11,92 0,85 62,08
PC 85 26 5,0 13,37 0,90 60,52
PC 86 21 54 13,06 0,41 56,09
PC 87 21 51 15,57 0,65 67,30
PC 88 21 53 16,11 1,04 69,14
PC 89 23 5,8 17,90 0,16 59,75
PC 90 19 6,3 13,18 0,85 63,02
PC 91 24 51 19,87 0,97 78,78
PC 92 21 6,5 18,35 1,02 78,04
PC 93 23 6,2 16,02 0,47 73,85
PC 94 24 5,7 11,29 0,91 43,07
PC 95 25 55 13,43 1,00 41,12
PC 96 25 5,6 12,13 0,98 43,39
PC 97 24 55 11,66 0,44 39,19
PC 98 27 5,8 12,14 0,50 39,75
PC 99 27 53 13,09 1,22 49,38
PC 100 27 6,3 13,86 0,25 48,62
PC 101 25 54 14,82 1,25 53,58

PC 102 26 5,6 12,63 0,42 46,93



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PC 103 22 54 13,15 0,87 55,59
PC 104 22 5,2 13,08 0,94 59,93
PC 105 25 5,2 12,74 0,92 61,51
PC 106 23 5,6 13,70 0,73 59,31
PC 107 27 5,0 16,04 0,32 67,32
PC 108 24 5,8 14,17 0,78 65,24
PC 109 24 51 15,98 0,70 64,38
PC 110 23 5,0 16,33 0,85 74,20
PC 111 23 5,2 18,84 1,11 77,13
PC 112 25 4,6 16,43 1,08 64,13
PC 113 24 54 19,22 1,10 77,71
PC 114 23 54 22,38 1,26 81,50
PC 115 22 54 17,97 1,11 72,95
PC 116 24 6,1 13,52 0,80 73,55
PC 117 23 5,9 16,12 1,21 50,67
PC 118 24 51 14,21 1,24 45,37
PC 119 22 4,9 18,98 1,39 53,87
PC 120 22 51 15,21 1,32 52,05
PC 121 25 5,4 14,28 1,14 52,18
PC 122 27 5,6 13,14 1,12 54,28
PC 123 28 5,6 12,06 0,83 57,80
PC 124 28 5,9 16,85 1,31 67,26
PC 125 26 6,1 14,95 1,25 59,27
PC 126 25 54 17,54 1,25 68,74
PC 127 26 5,8 19,69 1,34 79,35
PC 128 20 5,2 17,49 1,33 75,43
PC 129 23 5,2 15,08 1,10 61,58
PC 130 25 6,1 19,09 0,40 72,43
PC 131 24 4,6 14,80 0,89 68,36
PC 132 24 55 18,16 0,61 70,46
PC 133 24 5,3 17,63 1,13 75,56
PC 134 27 6,3 17,73 1,13 67,82
PC 135 23 5,0 20,93 1,26 79,72
PC 136 23 54 22,54 1,28 80,63
PC 137 23 5,6 21,52 1,28 90,53

PC 138 24 5,8 21,98 0,80 82,06



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PC 139 25 6,2 22,26 1,21 79,97
PC 140 23 5,6 13,68 0,36 45,25
PC 141 23 55 12,96 1,27 35,54
PC 142 24 54 15,32 1,37 39,53
PC 143 26 51 13,35 1,23 41,80
PC 144 23 5,8 13,30 1,48 39,02
PC 145 25 5,7 13,09 1,38 42,27
PC 146 23 6,0 14,32 1,03 49,89
PC 147 24 55 11,15 1,40 41,38
PC 148 25 5,6 13,54 1,32 49,51
PC 149 24 5,3 13,77 1,37 46,77
PC 150 25 55 14,87 1,40 53,09
PC 151 26 51 14,99 1,41 53,78
PC 152 27 5,6 14,23 1,25 60,08
PC 153 24 5,8 12,91 1,27 51,72
PC 154 23 5,7 14,74 1,31 54,20
PC 155 23 54 15,81 1,31 54,37
PC 156 24 55 15,76 1,31 58,36
PC 157 23 5,6 16,08 1,35 56,53
PC 158 23 54 17,74 1,39 55,71
PC 159 21 4,6 15,80 1,43 55,20
PC 160 21 51 20,87 0,49 81,86
PC 161 26 5,0 17,39 1,46 63,25
PC 162 25 5,9 18,93 1,46 67,04
PC 163 18 5,9 12,79 0,00 70,22
PC 165 24 51 13,79 1,38 36,88
PC 166 23 4.6 20,38 1,35 38,41
PC 167 27 5,5 15,45 1,32 41,69
PC 168 27 54 14,20 1,32 41,30
PC 169 24 54 14,13 1,38 39,57
PC 170 24 5,0 14,22 1,39 48,48
PC 171 26 4.8 14,93 1,47 46,48
PC 172 25 4.8 13,20 1,33 44,10
PC 173 23 4,7 12,83 1,34 47,59
PC 174 26 6,2 15,26 1,45 53,43

PC 175 25 6,8 16,48 1,35 53,12



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PC 176 26 6,0 14,18 1,32 49,19
PC 177 25 5,9 20,15 0,93 78,43
PC 178 26 6,5 20,75 0,69 72,32
PC 179 25 5,9 15,60 1,21 51,97
PC 180 27 5,0 16,86 1,43 54,29
PC 181 28 5,3 17,35 1,43 60,00
PC 182 28 5,5 17,14 1,37 57,94
PC 183 23 6,3 18,21 1,38 56,92
PC 184 21 5,7 22,77 0,99 83,38
PC 185 26 53 17,21 1,45 62,39
PC 186 23 5,6 18,29 1,48 61,11
PC 187 21 5,7 25,15 0,79 93,54
PC 189 22 5,7 14,34 1,43 38,14
PC 190 26 5,3 16,99 0,61 51,02
PC 191 24 5,9 20,10 0,72 58,37
PC 192 26 5,0 16,14 2,40 51,81
PC 193 23 5,0 13,71 0,78 58,66
PC 194 26 5,7 14,05 0,83 50,86
PC 195 27 5,8 12,96 1,16 57,84
PC 196 25 4.8 12,30 0,83 60,50
PC 197 25 5,3 15,04 1,07 66,91
PC 198 25 5,2 14,34 0,90 66,98
PC 199 26 6,1 13,34 0,93 64,40
PC 200 26 5,2 17,08 1,01 73,61
PC 201 28 5,9 14,89 1,17 77,60
PC 202 23 55 15,42 0,91 70,10
PC 203 27 5,8 15,24 0,82 75,61
PC 204 29 5,4 16,66 1,04 75,10
PC 205 29 5,6 15,89 0,79 72,30
PC 206 29 54 16,36 0,86 68,55
PC 207 26 6,1 18,03 1,16 81,00
PC 208 25 54 16,75 0,97 70,95
PC 209 26 5,6 13,92 0,96 73,70
PC 210 23 5,6 17,75 1,09 79,68
PC 211 23 5,7 19,01 0,90 77,02

PC 212 23 51 16,74 0,91 70,58



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PC 214 24 6,2 12,29 0,69 54,15
PC 215 24 5,8 14,63 1,09 57,89
PC 216 22 55 15,20 0,86 52,29
PC 217 24 4.8 16,82 1,24 69,20
PC 218 23 4,2 15,81 0,88 52,80
PC 219 22 51 12,73 1,03 70,66
PC 220 19 4.9 13,63 0,84 53,64
PC 221 23 5,0 15,34 0,85 58,92
PC 222 23 5,2 15,49 0,86 64,00
PC 223 22 5,8 13,42 0,93 61,36
PC 224 24 6,3 15,19 1,04 69,33
PC 225 25 6,1 16,20 1,10 63,99
PC 226 26 5,7 15,96 1,12 77,34
PC 227 26 5,5 16,94 1,07 76,80
PC 228 27 55 18,48 1,11 74,14
PC 229 27 5,8 21,36 1,05 82,40
PC 230 26 54 17,39 0,93 73,55
PC 231 28 5,3 21,11 0,94 77,37
PC 232 24 4.7 15,85 0,89 66,25
PC 233 24 4.9 20,22 1,04 77,03
PC 234 28 4.8 21,83 1,02 77,11
PC 235 25 54 41,09 0,62 81,22
PC 236 18 5,7 19,01 0,93 82,57
PC 237 21 54 21,44 1,02 78,58
PC 238 26 4.9 20,95 1,04 77,13
PC 240 22 5,8 12,67 1,00 56,20
PC 241 25 54 16,55 0,93 56,21
PC 242 23 6,2 16,00 1,26 67,76
PC 243 26 6,4 14,08 1,06 60,24
PC 244 26 6,6 16,80 0,95 56,01
PC 245 24 6,5 18,04 1,02 64,22
PC 246 24 5,8 15,88 0,94 60,15
PC 247 21 6,0 22,31 0,61 70,00
PC 248 23 6,6 22,84 0,62 73,01
PC 249 25 6,3 19,78 0,92 68,89

PC 250 25 59 15,83 1,12 77,81



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PC 251 24 5,5 23,12 0,87 76,63
PC 252 26 5,3 16,94 1,02 69,18
PC 253 26 5,7 16,15 0,81 63,65
PC 254 24 5,9 19,69 0,98 73,12
PC 255 30 5,7 17,80 0,95 68,41
PC 256 26 6,1 22,08 0,92 69,17
PC 257 25 5,2 18,20 1,11 68,91
PC 258 27 54 21,61 1,25 70,61
PC 259 29 54 21,76 0,99 67,86
PC 260 27 53 22,23 1,23 71,65
PC 261 24 4.5 23,99 1,19 74,38
PC 262 24 5,0 23,69 1,23 74,52
PC 263 29 5,6 22,63 1,14 76,37
PC 264 18 6,7 21,01 1,29 74,66
PC 265 23 5,2 16,84 1,06 52,05
PC 266 23 5,3 22,47 0,55 58,20
PC 267 23 6,0 15,06 0,93 51,23
PC 268 23 6,0 15,86 0,81 52,47
PC 269 25 5,7 15,49 0,87 48,67
PC 270 21 5,6 16,50 1,05 57,32
PC 271 23 55 19,10 1,21 62,28
PC 272 21 6,4 17,33 1,14 63,20
PC 273 20 6,7 17,32 0,93 57,65
PC 274 22 6,5 18,19 1,27 72,39
PC 275 24 6,3 16,71 0,84 62,89
PC 276 24 6,6 18,21 0,89 71,51
PC 277 18 6,2 18,97 1,14 74,25
PC 278 24 51 26,11 0,48 75,46
PC 279 25 7,0 16,92 0,80 64,39
PC 280 23 5,6 29,14 1,43 97,03
PC 281 31 6,1 21,80 1,19 69,60
PC 282 22 5,3 22,77 1,28 78,12
PC 283 24 54 24,95 1,23 82,00
PC 284 24 5,7 24,76 1,30 64,29
PC 285 25 5,6 24,13 1,28 70,71

PC 286 23 5,0 25,48 1,38 70,37



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PC 287 23 4.4 27,44 1,43 81,30
PC 288 23 51 21,32 1,11 74,19
PC 289 25 5,0 23,41 1,16 78,21
PC 292 23 54 17,11 1,06 60,26
PC 293 16 5,9 18,25 1,20 53,88
PC 294 22 5,3 19,52 1,24 60,82
PC 295 22 5,9 20,39 1,18 58,32
PC 296 26 5,9 20,03 1,15 61,78
PC 297 25 5,7 18,98 1,04 67,66
PC 298 22 6,4 20,31 0,89 64,87
PC 299 22 6,1 25,56 1,01 71,65
PC 300 21 6,5 20,85 1,24 61,42
PC 301 21 6,7 19,76 1,04 74,61
PC 302 22 6,3 24,20 1,10 79,40
PC 303 21 6,6 19,27 1,22 73,14
PC 304 23 6,2 17,67 1,04 71,26
PC 305 21 5,7 20,11 1,08 79,09
PC 306 25 5,3 19,25 1,10 65,64
PC 307 21 5,5 22,81 1,18 67,71
PC 308 23 5,9 23,68 1,17 73,69
PC 309 23 51 21,16 1,19 78,99
PC 310 16 6,3 23,46 1,27 76,42
PC 311 22 4,7 20,31 1,17 63,03
PC 312 21 51 23,42 1,23 69,16
PC 313 23 4.8 24,45 0,83 60,31
PC 314 25 4.8 22,80 1,01 67,58
PC 315 23 4.5 22,22 0,78 62,99
PC 316 29 51 24,37 1,21 65,14
PC 317 22 5,7 21,59 0,94 65,66
PC 318 22 5,6 23,36 1,03 62,47
PD 319 23 54 17,73 0,60 54,99
PC 320 24 5,7 21,88 0,92 65,89
PC 321 23 5,2 16,51 0,76 58,82
PC 322 21 5,6 19,38 0,91 63,05
PC 323 25 5,9 18,97 1,04 66,42

PC 324 23 5,4 17,43 1,07 62,49



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PC 325 18 6,6 20,70 0,61 66,46
PC 326 18 6,6 18,17 1,03 56,97
PC 327 17 6,4 20,05 0,77 61,76
PC 328 19 6,1 19,86 1,06 61,06
PC 329 22 6,1 25,77 1,05 87,99
PC 330 21 6,3 20,10 1,05 68,18
PC 331 23 6,7 23,66 1,24 86,49
PC 332 22 54 19,00 0,83 68,47
PC 333 22 5,6 19,59 0,82 68,99
PC 334 23 51 21,15 0,64 67,20
PC 335 22 5,8 19,06 0,82 61,77
PC 336 22 54 25,19 0,92 70,84
PC 337 28 4,7 19,31 1,17 77,71
PC 338 24 4.4 22,27 1,12 68,69
PC 339 22 4,7 23,21 1,37 82,40
PC 340 25 5,6 24,24 1,29 74,55
PC 341 25 4,6 23,31 1,27 81,75
PC 342 24 4.7 24,10 1,36 82,61
PC 343 27 53 21,26 1,34 77,18
PC 344 27 5,9 22,16 1,36 80,10
PD 347 18 5,2 17,97 1,18 71,47
PD 348 19 5,2 21,92 1,21 69,56
PD 349 22 5,6 18,40 1,00 64,95
PD 350 22 5,7 17,47 0,95 62,21
PD 351 20 5,0 23,47 1,36 71,95
PC 352 24 51 18,82 1,26 72,66
PC 353 19 6,1 22,00 1,28 86,02
PC 354 21 6,3 21,88 1,22 83,87
PC 355 22 6,2 21,15 1,09 61,18
PC 356 18 6,1 21,26 1,08 64,81
PC 357 24 5,8 23,85 1,28 94,29
PC 358 22 5,6 21,54 0,66 75,13
PC 359 21 6,1 18,54 0,62 64,52
PC 360 19 5,3 19,06 1,29 84,18
PC 361 21 51 19,21 1,16 92,66

PC 362 20 4,2 22,82 1,20 95,35



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PC 363 23 54 19,83 1,17 81,76
PC 364 22 5,7 19,26 1,20 79,98
PC 365 24 5,2 18,45 1,29 74,23
PC 366 23 5,0 25,60 0,79 65,99
PC 367 24 51 26,02 1,46 90,16
PC 368 28 51 31,15 1,24 70,55
PC 369 27 4,6 21,58 1,22 80,55
PC 370 28 55 21,99 1,33 73,63
PC 371 27 5,6 22,98 1,23 77,72
PC 372 19 5,9 18,63 0,81 62,18
PD 375 22 6,1 23,01 1,31 86,73
PD 376 22 5,0 23,68 1,35 66,42
PD 377 24 5,6 19,70 1,03 64,04
PD 378 21 4.7 19,69 1,19 74,47
PD 379 21 5,3 25,05 1,36 70,19
PC 380 21 6,0 26,15 1,11 64,36
PC 381 18 6,1 25,51 1,21 68,64
PC 382 20 6,4 29,21 1,50 69,42
PC 383 20 6,2 28,39 1,56 75,27
PC 384 22 6,1 28,92 1,57 77,30
PC 385 20 6,0 25,81 1,28 70,86
PC 386 22 5,7 21,69 1,12 68,74
PC 387 21 5,9 22,05 1,24 79,04
PC 388 20 53 25,45 1,11 72,17
PC 389 18 4.8 19,64 0,88 63,60
PC 390 20 51 18,87 0,85 59,61
PC 391 21 5,2 26,86 1,45 74,90
PC 392 20 5,7 27,19 1,12 70,81
PC 393 22 5,3 20,75 0,77 65,38
PC 394 22 55 23,49 1,46 66,39
PC 395 29 4.4 20,83 1,20 56,65
PC 396 26 55 27,62 1,26 65,87
PC 397 24 54 24,09 0,83 65,71
PC 398 23 5,3 21,64 1,12 56,38
PC 399 23 5,8 21,61 1,23 58,46

PC 400 24 59 20,07 1,10 50,10



MO pH CacCl, Ni Cd Cr

Amostras mg dm gdm? mg kg * mg kg * mg kg *
PL 401 28 5,1 24,58 1,44 69,14
PL 401A 25 54 24,43 1,09 63,87
PL 402 26 54 23,94 1,21 56,78
PL 402A 26 5,8 27,25 1,49 77,27
PC 403 23 5,2 16,15 0,92 53,10
PL 403A 33 4.9 31,04 1,53 86,53
PD 404 23 5,3 24,49 1,45 66,76
PL 404A 18 54 25,75 0,95 64,71
PL 405 24 5,6 24,49 1,46 71,38
PL 405A 21 5,8 26,20 1,40 70,84
PC 406 19 5,3 19,01 0,99 49,76
PC 407 22 6,2 19,28 0,97 49,71
PC 408 21 6,4 19,11 0,95 59,57
PC 409 22 6,3 20,16 1,15 63,80
PC 410 21 5,8 18,01 0,83 65,08
PC 411 23 6,1 25,63 1,22 72,04
PC 412 24 5,9 18,44 0,78 64,93
PC 413 24 5,8 19,21 1,02 62,30
PC 414 19 5,7 16,18 0,79 74,74
PC 415 23 55 18,92 0,95 64,14
PC 416 22 54 22,63 1,36 78,21
PC 417 22 5,2 26,60 1,42 75,98
PC 418 32 5,7 16,54 0,46 57,49
MI 500 23 55 15,70 1,37 78,12
MN 501 20 51 16,99 1,38 57,43
MN 428 43 6,3 13,08 0,98 49,31
MN 423 33 4.4 16,59 1,02 66,25
MN 420 52 6,2 13,04 0,98 47,58
MN 421 37 6,5 11,64 0,88 46,45
MN 427 42 6,3 14,38 0,90 6,17
MN 424 47 51 15,92 0,97 71,39
MN 422 36 6,5 11,97 0,74 52,07

MN 425 43 6,3 13,94 0,88 58,42




