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RESUMO

A contaminagdo do solo por metais toxicos, como Cd e Pb, representa uma séria
ameaca a saude publica e ao ambiente. As técnicas de biorremediagdo que utilizam
microrganismos para remediacdo de solos contaminados podem ser aliadas a
técnicas de fitorremediacdo para auxiliar na fitoextragdo dos contaminantes, sendo
esta uma abordagem promissora. Este estudo objetivou avaliar o uso de Crambe
abyssinica associado com bactérias potenciais para a remog¢éo de Cd e Pb de solos
contaminados. Os experimentos foram realizados em condigbes controladas e em
cultivo protegido, utilizando um delineamento experimental em blocos casualizados
contendo quatro repeticdes e 24 tratamentos, sendo, 12 tratamentos compostos por
quatro diferentes doses de Cd em associagdo com as bactérias Azospirillum
brasilense e Pseudomonas fluorescens de forma isolada; e 12 tratamentos compostos
por quatro diferentes doses de Pb em associagao com as bactérias A. brasilense e P.
fluorescens de forma isolada, compondo um total de 96 vasos. A cultura de C.
abyssinica foi cultivada em solo contaminado com diferentes concentragdes de Cd ou
Pb. A inoculagdo com microrganismos promotores de crescimento, como A. brasilense
e P. fluorescens, foi aplicada para avaliar sua influéncia na fitoextracdo dos metais.
Os parametros avaliados incluiram crescimento vegetal, acumulagao e translocagao
de metais, e analises bioquimicas e morfolégicas das plantas. A inoculagdo com
bactérias resultou em um aumento significativo na biomassa de Crambe abyssinica e
na eficiéncia de extragdo dos metais. Para o Pb, os microrganismos aumentaram a
solubilizacdo e a mobilizagdo do metal no solo, enquanto para o Cd, houve um
aumento na absor¢cdo e acumulagcdo do mesmo pelas plantas. Ambos os estudos
mostraram que a sinergia entre Crambe abyssinica e as bactérias promoveu uma
maior remogao de metais do solo. A utilizagdo de Crambe abyssinica, em conjunto
com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), demonstrou ser uma
estratégia eficaz para a biorremediacdo de solos contaminados tanto por Pb quanto
por Cd. Esta abordagem nao apenas melhora a sanidade das plantas e aumenta a
remocado dos contaminantes, mas também oferece uma solugdo sustentavel e de
baixo custo para a recuperacdo de areas contaminadas, apresentando um potencial
significativo para aplicagdo em larga escala.

Palavras-chave: Fitorremediacdo; cadmio; chumbo; bactérias promotoras de
crescimento vegetal; remediagao.
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ABSTRACT

Soil contamination by toxic metals such as Cd and Pb poses a serious threat to public
health and the environment. Bioremediation techniques that utilize microorganisms for
the remediation of contaminated soils can be combined with phytoremediation
techniques to assist in the phytoextraction of contaminants, making this a promising
approach. This study aimed to evaluate the use of Crambe abyssinica associated with
potential bacteria for the removal of Cd and Pb from contaminated soils. The
experiments were conducted under controlled conditions and in a protected
environment, using a randomized block design with four replications and 24
treatments. These included 12 treatments consisting of four different doses of Cd in
association with Azospirillum brasilense and Pseudomonas fluorescens individually,
and 12 treatments consisting of four different doses of Pb in association with A.
brasilense and P. fluorescens individually, comprising a total of 96 pots. The C.
abyssinica crop was grown in soil contaminated with varying concentrations of Cd or
Pb. The inoculation with growth-promoting microorganisms, such as A. brasilense and
P. fluorescens, was applied to assess their influence on metal phytoextraction. The
evaluated parameters included plant growth, metal accumulation and translocation,
and biochemical and morphological analyses of the plants. Inoculation with bacteria
resulted in a significant increase in the biomass of Crambe abyssinica and in the
efficiency of metal extraction. For Pb, the microorganisms enhanced the solubilization
and mobilization of the metal in the soil, while for Cd, there was an increase in its
absorption and accumulation by the plants. Both studies demonstrated that the
synergy between Crambe abyssinica and the bacteria promoted greater metal removal
from the soil. The use of Crambe abyssinica in combination with plant growth-
promoting bacteria (PGPB) proved to be an effective strategy for the bioremediation of
soils contaminated with both Pb and Cd. This approach not only improves plant health
and enhances contaminant removal but also offers a sustainable and low-cost solution
for the recovery of contaminated areas, presenting significant potential for large-scale
application.

Keywords: Phytoremediation; cadmium; lead; plant growth-promoting bacteria;
remediation.
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1. CAPITULO I: CONSIDERAGOES INICIAIS

1.1. INTRODUCAO

Acredita-se que a populagédo global atual esteja em torno de 8,1 bilhdes de
individuos (NACOES UNIDAS, 2024), com uma projecdo de crescimento para 9
bilhbes em 2037 e 10 bilhdes até 2050. Esse aumento populacional tem resultado em
uma demanda cada vez maior por alimentos, o que tem levado a praticas agricolas
inadequadas e causado sérios danos aos ecossistemas (NACOES UNIDAS BRASIL,
2019). Esse crescimento continuo da populagcdo mundial tem impulsionado a
demanda por alimentos, conforme enfatizado pelo relatério das Nacdes Unidas no
Brasil (NACOES UNIDAS BRASIL, 2019). Além da necessidade de alimentar sua
prépria populacéo, as exportagdes de alimentos para outros paises representam um
mercado promissor e altamente lucrativo, com potencial significativo para aumentar o
produto interno bruto (PIB).

O rapido crescimento populacional e a industrializagdo aumentam a demanda
humana por alimentos. Apenas areas agricolas maiores e mais produtivas podem
garantir a seguranga alimentar (Cassidy et al., 2013). Infelizmente, a carga
antropogénica em constante crescimento afeta as propriedades produtivas dos solos
agricolas e sua fertilidade, causando redugéo da matéria organica, esgotamento de
nutrientes, poluicdo por metais toxicos, pesticidas, fertilizantes minerais,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, entre outros (Foley et al., 2011; Jansson;
Hofmockel, 2020). Praticas agricolas e manejo inadequado dos recursos hidricos e
terrestres resultam em um declinio drastico na qualidade do solo agricola e causam
perdas econOmicas desastrosas (Alemu, 2015; Borrelli et al., 2017; Lal, 1998; Priya et
al., 2023; Zalidis et al., 2002; Zhao et al., 2015a).

A contaminagao do solo por metais téxicos apresenta uma variedade de efeitos
adversos que impactam tanto o ecossistema quanto a saude publica. No contexto
ambiental, concentracbes elevadas desses metais podem comprometer
significativamente a biodiversidade edafica, manifestando-se através da diminuigédo
da atividade microbiana e interferindo no processo de decomposicado da matéria

organica. Essa perturbagao é crucial, pois a atividade microbiana é fundamental para



a manutencgao da saude e da fertilidade do solo, atuando diretamente na ciclagem de
nutrientes. Adicionalmente, alteragdes na estrutura fisica do solo, incluindo
compactacéo e reducado da porosidade, representam outros efeitos deletérios. Tais
mudangas afetam negativamente a capacidade de infiltracdo de agua e a
disponibilidade de nutrientes essenciais para o desenvolvimento vegetal
(Chandrasekaran et al., 2015). Este cenario destaca a importancia de monitorar e
gerenciar a presenga de metais toxicos no solo, visando proteger a saude do
ecossistema e, por extensio, a saude humana.

Considerando o supracitado, é tarefa urgente atuar na redugdo da taxa de
degradacdo dos solos agricolas degradados e aumentar sua taxa de restauracio.
Essa tarefa € um dos 17 principais objetivos de desenvolvimento sustentavel definidos
pelas Nagdes Unidas para o periodo até 2030 (Le Quéré et al., 2018).

As comunidades agricolas globais estao particularmente preocupadas com a
atual contaminagdo por metais toxicos em terras agricolas. Os metais toxicos séo
compostos altamente téxicos que podem persistir no solo indefinidamente. O cadmio
(Cd), chumbo (Pb), zinco (Zn) e cobre (Cu) podem ser inseridos no solo agricola por
meio de fertilizantes, incluindo os organicos. No entanto, o arsénio (As) e o mercurio
(Hg) também podem se misturar ao solo agricola se o campo estiver localizado
proximo a empreendimentos industriais (Kopittke et al., 2019; O’Connor et al., 2020;
Tuarkdogan et al., 2003). Além disso, todos os metais téxicos tém propensédo a
bioacumulagdo. Sabe-se que eles se acumulam em culturas agricolas e outros
organismos vivos, alterando seus processos bioquimicos e fisioldégicos (Eugenio;
McLaughlin; Pennock, 2018). Eles nao apenas reduzem a produtividade das plantas,
mas também levam a necrose dos tecidos vegetais se atingirem altas concentragdes
(Ministry of Environmental Protection, 2014; Tilman et al., 2011).

Na agricultura, o uso excessivo de fertilizantes quimicos pode estar associado
a presenca de Cd, Cu e As. O Cd é um componente metalico importante do minério
de fosfato, utilizado na producao de fertilizantes fosfatados, e podem conter também
As (British Geological Survey, 2023). Pesticidas também contribuem para a poluigdo
dos solos agricolas. Por exemplo, foi demonstrado que alguns pesticidas metalicos
contém cromo (Cr), cobalto (Co), Pb e niquel (Ni) (Defarge; Spiroux De Venddémois;
Séralini, 2018a; Elsa Dominish; Sven Teske; Nick Florin, 2019). Outros ainda
relataram que o conteudo de Co, Zn e Cu nos solos esta correlacionado com o tempo

de cultivo, e esses poluentes provavelmente se acumularam devido ao uso de



fertilizantes ao longo dos anos (Mulligan; Yong; Gibbs, 2001a).

Considerando os impactos dos metais toxicos no meio ambiente, justifica-se a
busca por métodos eficientes para remocao desses contaminantes do solo. Nesse
contexto, diversos autores estudaram e constaram biorremediagao estda em ascensao
como uma importante ferramenta para tratamento de ambientes contaminados, e
também enfatizam a necessidade de realizar mais estudos para entender os
mecanismos de biorremediagdo desses microrganismos, uma vez que apresentam
menor custo e maior eficiéncia na remocédo dos contaminantes do que as técnicas
fisicas e quimicas, sendo ainda uma técnica ambientalmente correta (Bertolazi et al.,
2010; Leonel et al., 2018; Santos et al., 2018; Soares et al., 2011)

Além da biorremediacdo, pesquisas também sdo conduzidas para
compreender a tolerancia de certas plantas aos metais téxicos. Um exemplo € o
estudo de Silva et al. (2021) sobre a germinagao de sementes de crambe submetidas
a concentragdes toxicas de metais téxicos demonstrando a resisténcia desta planta a
presenca de Pb e Fe, ou ainda o estudo de Gongalves Jr. et al (2020), que confirmou
a resisténcia de sementes de crambe a presenca desses metais no ambiente,
indicando o potencial da planta para uso em estratégias de fitorremediacéao.

A biorremediagéo surge como uma solugao promissora para a problematica
dos metais toxicos no solo. Porém, é preciso ampliar os estudos acerca das técnicas
de biorremediagao e da resisténcia das plantas a contaminag¢ao, como o crambe, para
o desenvolvimento de estratégias eficazes de recuperagao de areas contaminadas.

Portanto temos como objetivo avaliar a eficacia da utilizagdo de Crambe
abyssinica em conjunto com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV),
como Azospirillum brasilense e Pseudomonas fluorescens, para a remogao de Cd e
Pb em solos contaminados, explorando o potencial desta técnica como uma solugéo
sustentavel para a recuperagio de areas contaminadas.

Por meio de uma avaliacdo de impacto da inoculacdo com Azospirillum
brasilense e Pseudomonas fluorescens na biomassa e eficiéncia de extracdo de
metais pesados por Crambe abyssinica em solos contaminados por diferentes
concentracoes de Cd e Pb. Avaliacdo da influéncia BPCV na solubilizacdo e
mobilizagcdo de Pb, bem como na absor¢do e acumulacdo de Cd, em plantas de
Crambe abyssinica cultivadas em condi¢gdes controladas. Analise das mudangas
morfologicas e bioquimicas em Crambe abyssinica resultantes da exposigdo a metais

pesados e tratamento com microrganismos promotores de crescimento, para entender



0s mecanismos de resisténcia e adaptacao das plantas a ambientes contaminados.

1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Solo agricola

O solo representa um recurso natural fundamental, exercendo multiplas
fungbes essenciais, incluindo a regulacdo do ciclo das aguas subterréneas, a
conservacdo da biodiversidade através da preservagao de nutrientes, o apoio a
atividade microbiana vital para a ciclagem de nutrientes, e o suporte a produgao
agricola sustentavel (Bach et al., 2020; CETESB, 2013; M. Tahat et al., 2020). No
entanto, sua integridade tem sido comprometida por praticas inadequadas de manejo
e pela disposicdo indevida de uma gama de contaminantes, incluindo, mas nao
limitando a, residuos industriais e domésticos, produtos quimicos, fertilizantes e outros
insumos agricolas, resultando em uma problematica ambiental significativa (Andrade
et al., 2013; Cai et al., 2015).

As atividades humanas, desenvolvidas ao longo dos séculos, tém impactado
de maneira adversa o equilibrio dos metais téxicos no ambiente, levando a um
aumento de sua concentragdo nos ecossistemas terrestres (Abd Elnabi et al., 2023;
Kizilkaya, 2005). Os metais toxicos sédo caracterizados por propriedades que incluem
a bioacumulacgao, toxicidade, estabilidade quimica, baixa biodegradabilidade e alta
solubilidade em agua, contribuindo para a poluigdo extensiva da superficie terrestre
(HAMA AZIZ et al., 2023).

O solo é composto por uma complexa mistura de matéria organica, minerais, e
componentes liquidos e gasosos, originados da transformacgao da rocha-mae através
de processos fisicos, quimicos e biologicos (Santos; Batista, 2015). Sua importancia
transcende a simples funcdo de substrato para a vegetagao, englobando aspectos
cruciais como a protegcdo ambiental, o controle hidrolégico, a nutricdo de
ecossistemas, a sustentacdo da biodiversidade microbiana e o fomento a produgao
alimentar, ressaltando a necessidade urgente de medidas de prote¢ao e recuperagao
deste recurso vital (CETESB, 2013; M. Tahat et al., 2020).

A fertilidade do solo é um fator critico para a sustentabilidade dos sistemas



agropecuarios, pois € dela que as plantas obtém os nutrientes e a agua necessarios
para seu desenvolvimento. Um manejo eficaz da fertilidade do solo, que inclua
praticas como a corregcdo da acidez e a aplicacdo adequada de fertilizantes, é
fundamental para maximizar a produtividade agricola (Krasilnikov; Taboada;
Amanullah, 2022; Rossetto; Santiago, 2008). A adog¢do de uma abordagem
equilibrada na utilizacdo de insumos agricolas € imperativa para minimizar os
impactos negativos ao meio ambiente.

Nesse contexto, fertilizantes s&o vitais para suprir as deficiéncias nutricionais
do solo em areas dedicadas a produgao alimentar. A insuficiéncia de nutrientes no
solo pode comprometer tanto a qualidade quanto a produtividade das culturas,
ressaltando a importancia dos fertilizantes na manutengcdo da saude do solo e no
atendimento as demandas nutricionais das plantas (Abid et al., 2020; Kumar et al.,
2023). Os fertilizantes podem ser classificados em varias categorias, incluindo
macronutrientes primarios (N, P, K), macronutrientes secundarios (Ca, Mg, S) e
micronutrientes (Cu, Fe, Zn, Mn, Co, Mo, Cl), e existem em formas organicas,
organominerais e minerais (Soares et al., 2021; Yara, 1999).

O manejo nutricional adequado é crucial para garantir o fornecimento dos
nutrientes essenciais necessarios ao crescimento 6timo das culturas. Além dos
macronutrientes, os micronutrientes s&o essenciais para um desenvolvimento
saudavel e para alcangar uma produgao agricola satisfatoria (FAO, 2016).

Contudo, a contaminagdo do solo em areas agricolas pode ser atribuida a
praticas como o0 uso excessivo de fertilizantes minerais, agroquimicos e lodo de
esgoto, com consequéncias diretas na qualidade ambiental (Araujo; Balsamo, 2024;
Bono; Macedo; Tormena, 2013; Costa et al., 2010; Ensinas et al., 2014; Miranda;
Oliveira; Cabral, 2024). O emprego inadequado desses materiais pode resultar em
impactos negativos significativos.

Os fertilizantes fosfatados, especificamente, podem ser fontes de
contaminagao do solo por metais toxicos , como Cd, Cr, Pb, Cu, Co, Fe, Mn, Zn e Ni
(Amaral Sobrinho; Barra; L&, 2019). Além disso, o uso continuo de esterco animal,
lodo de esgoto e fertilizantes minerais pode levar a acumulagdo de metais toxicos no
solo (McBride, 2003), evidenciando a necessidade de praticas de manejo que
considerem os riscos ambientais associados ao uso desses insumos.

O emprego inadequado e o uso excessivo de fertilizantes podem acarretar uma

série de consequéncias negativas, incluindo a contaminacéo dos recursos hidricos, a



eutrofizacao de corpos d'agua, a degradacgao do solo, a diminuigao da biodiversidade
e a perda de fertilidade do solo em longo prazo, conforme observado por Santos e
Batista (2015). Nesse contexto, torna-se imperativo implementar praticas de manejo
integrado de nutrientes visando otimizar a eficiéncia dos fertilizantes e mitigar os
impactos ambientais adversos.

Estudos realizados por Manfrin et al. (2018) e Schiller et al. (2019) destacam
que as atividades agricolas e industriais intensivas tém sido fatores significativos na
contaminagédo ambiental por metais toxicos , evidenciando concentragdes de Cd, Fe
e Pb nos rios Toledo e Alvorada acima dos limites estabelecidos pela legislagao,
afetando negativamente a qualidade da agua. Esses estudos também apontam que
as concentracdes de Cu e Zn nos sedimentos destes rios sdo influenciadas pelas
caracteristicas hidrodindmicas, como a velocidade e profundidade da coluna de agua,
representando riscos potenciais a vida aquatica.

Em outro estudo, Gongalves Jr. et al. (2011a) revelaram que, mesmo quando
os niveis de Cd e Pb estdo abaixo dos limites regulatérios, a producéo de trigo em
latossolos pode levar a concentragdes perigosas destes metais na farinha, sugerindo
a necessidade de uma reavaliagdo das normas vigentes.

A infiltragdo de metais toxicos no solo pode ser originada de varias fontes,
incluindo baterias, tintas, alimentos, poeira e o descarte inadequado de residuos,
conforme indicado por Maestri et al. (2010), Xin et al. (2022) e Velayatzadeh (2023).
Os métodos quimicos para remediacao desses contaminantes sao muitas vezes
proibitivos em termos de custos e envolvem o uso de equipamentos especializados,
tornando-se impraticaveis em diversos cenarios (Mafra et al., 2020). Adicionalmente,
a remocao de solo contaminado pode implicar em riscos ambientais e para a saude
ocupacional (Fayer et al., 2019).

Ressalta-se que o conteudo de metais nos solos é influenciado tanto pela
composi¢cao do material de origem quanto pelo seu grau de intemperismo. Em
condi¢cdes normais, estes elementos estdo presentes em concentragcdes baixas, nao
representando ameacgas ambientais significativas (Tavares; Oliveira; Salgado, 2013a).
Contudo, a contaminagao por metais toxicos € uma problematica global que prejudica
a produtividade agricola, a biomassa vegetal e a fertilidade do solo (Lotfy; Mostafa,
2014).

A mobilidade dos metais toxicos no solo é determinada por suas formas

quimicas, que podem variar entre soluveis, trocaveis, adsorvidas especificamente,



associadas a materiais organicos insoluveis ou precipitadas, influenciando
diretamente sua biodisponibilidade e toxicidade (Asmoay et al., 2019; Costa; Rosolen,
2012).

1.2.2. Contaminagao do solo por metais téxicos

A contaminacgao do solo é um assunto de grande preocupacido onde o aumento
constante das atividades antropicas humanas tem intensificado a contaminagado do
ecossistema por metais toxicos. Isso se deve a notavel toxicidade ambiental dos ions
de Pb, Mn, As, Fe, Cr e Cd. Além disso, esses metais sao predominantemente
presentes em efluentes de mineracdo e em agroquimicos, encontrando-se em
concentragdes consideraveis nesses residuos, com extensas areas ja contaminadas
por diversos agentes (Chaves; Nascimento; 2023). As consequéncias dessa
contaminacgdo tém sido amplamente estudadas nos ultimos anos, e esfor¢os estao
sendo direcionados ao desenvolvimento de tecnologias para minimizar esse problema
(Cheng et al., 2020; Priya et al., 2023).

A expressao "metal pesado" se aplica a elementos que tem peso especifico
maior que 5 g cm ou que possuem numero atémico maior que 20 (ldowu, 2022;
Malavolta; Vitti; Oliveira, 1997), e a poluigdo do solo por metais téxicos € um tema de
grande relevancia no contexto da agricultura, visto que esses elementos apresentam
caracteristicas toxicas e estdo relacionados diretamente a poluicao (Santos et al.,
2015). Esses metais podem ser classificados em essenciais, ndo essenciais e toxicos,
sendo que os primeiros estdo naturalmente presentes em todos os organismos, mas
em concentracdes elevadas podem se tornar téxicos. Ja os metais ndo essenciais sdo
prejudiciais mesmo em concentragdes minimas e nao possuem efeitos benéficos para
os organismos (Chandrasekaran et al., 2015).

No contexto da avaliacdo de riscos ambientais e de saude publica, € crucial
empregar uma terminologia que reflita precisamente os perigos associados a
presenca de certos elementos quimicos no ambiente. Tradicionalmente, o termo
"metais toxicos" tem sido usado para descrever elementos com alta densidade
atbmica ou massa atdbmica elevada. No entanto, esta designagdo nao
necessariamente implica toxicidade, uma vez que metais com alta densidade, como

ouro e platina, ndo sao téxicos para seres humanos sob exposigdo normal (Alfonso



Murillo-Tovar; Saldarriaga-Norena; Saeid, 2021). Por essa razdo, o termo "metais
toxicos" é preferido para enfatizar os riscos a saude e ao meio ambiente causados por
metais que sao efetivamente prejudiciais, como Pb, Hg e Cd, independentemente de
sua massa atdmica (Alfonso Murillo-Tovar; Saldarriaga-Norefia; Saeid, 2021; Zhang
et al., 2016).

A nomenclatura "metais téxicos" serve para melhor comunicar 0s riscos
associados a esses elementos, guiando mais adequadamente politicas publicas e
estratégias de mitigagdo de contaminagao. Além disso, destaca-se que a precisdo na
comunicacao cientifica e ambiental € fundamental para o entendimento publico e para
a acao efetiva no que diz respeito a contaminagao por metais em diferentes contextos
ecologicos e urbanos (Johnson et al., 2016).

Metais tdoxicos sdo componentes naturais do solo, como documentado por
Idowu (2022). No entanto, intervengdes humanas tém exacerbado a presencga destes
elementos em varios ecossistemas nas Ultimas décadas, um fendmeno
extensivamente analisado por Kabata-Pendias (2011). O uso de insumos agricolas ou
subprodutos destinados a correg¢ido do solo ou a suplementagéo nutricional de plantas
pode inadvertidamente introduzir contaminantes nesses ambientes. Pesquisas
destacam a deteccao de metais como Cd, Cu e Pb em tais materiais, sublinhando os
riscos associados a sua aplicagdo (Farias, 2023; Lima et al., 2001). Este cenario
aponta para a necessidade de vigilancia e gestdo cuidadosa no uso de produtos
agricolas, visando prevenir a contaminagao do solo e a subsequente transferéncia
desses metais para a cadeia alimentar.

Alguns destes metais toxicos, como Cu, Zn e Co, desempenham papéis
importantes na nutricao de plantas e animais, enquanto outros, como Cd, Pb, As e Se,
tém efeitos prejudiciais sobre varios componentes da biosfera (Asare; Szakova;
Tlustos, 2023; Kabata-Pendias; Pendias, 2001b). Embora esses elementos estejam
naturalmente presentes nos solos em concentracdes ou formas que néo representam
riscos para o ambiente, atividades humanas tém aumentado substancialmente a
concentracao de alguns metais toxicos em diversos ecossistemas nas ultimas
décadas.

A contaminacdo por metais téxicos em solos agricolas € uma preocupagao
ambiental devido ao potencial poluente desses elementos. Eles podem afetar
diretamente os organismos do solo, tornando-se fitotéxicos em niveis elevados de

disponibilidade para as plantas, além de poderem ser transferidos para a cadeia



alimentar por meio das préprias plantas ou contaminar as aguas superficiais e
subterraneas (Chang et al., 1984; Liu; Li; He, 2022). A contaminagdo por metais
toxicos ocorre principalmente devido a sua alta estabilidade na natureza e capacidade
de acumulagao no solo, nas plantas, nos sedimentos e nos sistemas biologicos (Xin
et al., 2022).

Enquanto metais como Cu, Zn e Cr s&o utilizados em baixas concentragdes no
metabolismo bioldgico (Alengebawy et al., 2021; Gomes; Rogero; Tirapegui, 2005;
Urbano et al., 2002), Pb e Cd n&do possuem fungéo essencial e sdo toxicos, mesmo
em baixas concentragdes (Tuzen, 2003; Xin et al., 2022). A toxicidade dos metais
geralmente esta associada a efeitos neurotdxicos, hepatotdxicos e nefrotdxicos
(Casado et al., 2024; Stohs; Bagchi, 1995).

A contaminacdo do solo por Pb tem se destacado como um dos principais
problemas, e representa sério risco de envenenamento para seres humanos (Meena
et al., 2020; Steffan et al., 2018; Wani; Ara; Usmani, 2015). O Cd, por sua vez, € um
elemento quimico relativamente raro, ndo encontrado naturalmente em estado puro,
mas utilizado em ligas, industria automotiva, pigmentos, estabilizadores para plasticos
de polivinil, baterias e fertilizantes fosfatados (Gongalves et al., 2011b; Gongalves
Junior; Selzlein; Nacke, 2009). No ambiente, o Cd se concentra nos solos e nos
sistemas aquaticos, tornando-se disponivel para as raizes das plantas. O acumulo
deste elemento nos tecidos vegetais aumenta o risco de transferéncia para humanos
e animais através da cadeia alimentar (Casado et al., 2024; Dalla Vecchia et al., 2005).

A sobrevivéncia de espécies vegetais em solos contaminados esta relacionada
a capacidade de tolerar a toxicidade do metal, ndo a sua eliminagao. As concentracdes
de metais toxicos variam nos diferentes tecidos das plantas, sendo que os graos
geralmente apresentam concentragbes menores do que as partes vegetativas
(Lastochkina et al., 2022; Zeittouni; Berton; Abreu, 2007).

As plantas possuem a capacidade em auxiliar a diminuir o impacto causado
pelos mentais, onde a fitovolatizagdo € um mecanismo em que as plantas tém a
habilidade de absorver e transformar poluentes como Hg, Se e As em formas volateis
menos toxicas, liberando-os para a atmosfera através da transpiragdo. Ja a
fitoestabilizacdo é empregada na remediagao de Pb, As, Cd, Cr, Cu e Zn, e consiste
na capacidade das plantas em reduzir a mobilidade e biodisponibilidade desses
metais toxicos na rizosfera, por meio de precipitacdo, sorcdo, complexagao ou

alteragcdo da valéncia dos elementos. Por fim, a fitoextracdo, considerada o
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mecanismo mais importante, € a capacidade das plantas em absorver e acumular os
metais toxicos em seus 6rgaos aéreos. Contudo, a eficiéncia desse processo varia de
acordo com caracteristicas da fisiologia do solo, como pH e capacidade de troca
catibnica (Bortoloti; Baron, 2022).

No que diz respeito a transferéncia de metais toéxicos para a cadeia alimentar,
Chaney e Oliver (1996) afirmam que as plantas atuam como mecanismos importantes
nesse processo. As plantas absorvem os metais do solo através de suas raizes, e
esses metais podem se acumular em diferentes partes da planta, como folhas, caules
e frutos. A transferéncia de metais tdéxicos para a cadeia alimentar ocorre quando
animais herbivoros consomem plantas contaminadas e, por sua vez, sdo consumidos
por animais carnivoros ou pelo proprio ser humano (Chaney; Oliver, 1996; Pang et al.,
2023; Sabreena et al., 2022; Zakaria et al., 2021).

A pesquisa realizada por (Nacke et al., 2013) demonstrou a disponibilidade dos
metais toxicos Cd, Pb e Cr para o solo e plantas de milho apds a fertilizagdo com
diferentes fontes e doses de Zn em um latossolo. Embora ndo tenha havido acumulo
desses metais na planta, notou-se o acumulo de Pb na folhagem, destacando sua
disponibilidade através de diferentes fontes de Zn. Além disso, evidenciou-se um
aumento proporcional na disponibilidade desses metais no solo com o aumento das
doses de Zn.

Da mesma forma, o estudo de Gongalves Jr. et al. (2011b) demonstrou que a
pratica de adicionar micronutrientes a fertilizacdo das culturas pode resultar em niveis
significativos de Pb e Cr para as plantas de trigo, mesmo apds um efeito residual da
fertilizacao anterior. Esta pesquisa ressalta a importancia de realizar mais estudos em
relacao aos fertilizantes utilizados para este suplemento, incluindo as matérias-primas
com as quais sao produzidos.

De acordo com o capitulo de Gongalves Jr. et al. (2014) a utilizagédo de residuos
industriais para a obtengdo de micronutrientes tem sido amplamente utilizada na
agricultura brasileira, mas essa pratica pode resultar em contaminagao do solo, das
plantas e dos seres humanos com metais toxicos . Esse estudo também destacou a
necessidade de desenvolver legislagdo ambiental mais adequada, que garanta um
ambiente sustentavel e a producao de alimentos de qualidade.

Em outro estudo, Gongalves Jr. et al. (2020) explorou a capacidade de
fitorremediacdo da Crambe abyssinica em solo contaminado artificialmente com Cd e

Pb. Embora a planta tenha apresentado uma diminuicdo na fotossintese e um
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aumento na respiracdo em condigdes de contaminacéao, ela também demonstrou ter
uma alta capacidade de fitorremediagao, especialmente para Cd. No entanto, mesmo
em baixas concentragdes, Cd mostrou alta fitodisponibilidade, podendo ser
encontrado em todas as partes da planta, o que representa um problema ambiental.

Os efeitos da contaminacéo do solo por metais tdéxicos sao diversos e podem
afetar tanto o meio ambiente quanto a saude humana. No ambiente, altas
concentracbes de metais toxicos podem prejudicar a biodiversidade do solo,
reduzindo a atividade microbiana e afetando a decomposigédo da matéria orgénica.
Além disso, podem ocorrer alteragdes na estrutura fisica do solo, como compactagao
e reducdo da porosidade, o que afeta a infiltracdo de agua e a disponibilidade de
nutrientes para as plantas (Chandrasekaran et al., 2015).

O acumulo de metais téxicos em tecidos vegetais pode induzir alteragdes
significativas em uma ampla gama de processos metabdlicos nas plantas, conforme
evidenciado por Almeida et al. (2017). Entre os efeitos observados, destaca-se a
diminuigdo da taxa de fotossintese liquida, o que paradoxalmente pode levar a um
decréscimo na eficiéncia produtiva das plantas, contrariando a expectativa inicial de
aumento no desenvolvimento. Acompanhando essa redugao na fotossintese, ha uma
diminuicdo nos niveis de carboidratos soluveis totais, bem como uma reducao notavel
na concentragdo de proteinas e na atividade enzimatica. Essas mudangas sugerem
um potencial interferéncia dos ions metalicos no complexo mecanismo de
funcionamento proteico.

Metais toxicos frequentemente interagem com elementos essenciais nos
compartimentos celulares, como oxigénio, N e S. O elemento S, notavelmente,
aparece comumente na forma de radicais sulfidrila, que sao cruciais para a
estruturacdo de proteinas. Esses grupos tiol possuem propriedades redutoras que
facilitam a ligacdo com metais, ocasionando modificagdes estruturais nas proteinas.
Tais alteracbes podem afetar a funcdo enzimatica e alterar a composicdo de
moléculas vitais para o sistema antioxidante da célula, levando a uma diminuigdo nos
niveis de glutationa, um antioxidante celular chave (NELSON; COX, 2014; Wu et al.,
2016).

Estudos tém demonstrado que os metais toxicos podem alterar o
desenvolvimento de proteinas especificas ao se ligarem funcionalmente a cadeias
laterais e grupos funcionais livres, como os tidis. Eles também tém o potencial de

substituir ions essenciais nas metaloproteinas, provocando alteragdes celulares e a
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agregacao de proteinas que dependem de sua conformagédo para desempenhar
funcbes especificas. Proteinas mal dobradas podem apresentar toxicidade ao
ambiente celular devido a interacdo indesejada com outras substancias celulares
(Tamas et al., 2014; Tchounwou et al., 2012).

Adicionalmente, os metais toxicos possuem uma notavel capacidade de sofrer
reacdes de oxirreducdo, o que pode perturbar a homeostase celular, alterar o
equilibrio redox e induzir estresse oxidativo através do aumento na producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Os radicais hidroxila, em particular, séo
destacados por sua alta toxicidade e capacidade de danificar componentes celulares
(Das; Roychoudhury, 2014; Ferreira; Matsubara, 1997). Essa dinamica ressalta a
importancia de compreender as interagbes dos metais toxicos com os sistemas
bioldégicos para mitigar seus efeitos deletérios na saude celular e, por extensao, no
organismo como um todo.

Quanto a saude humana, a contaminagdo do solo por metais toxicos pode
representar um risco significativo. Esses metais podem ser transferidos para os
alimentos cultivados em solos contaminados e, quando consumidos, podem causar
intoxicagdo aguda ou crénica. A exposigao prolongada a metais téxicos pode levar a
problemas de saude como danos ao sistema nervoso, disturbios renais, problemas
respiratorios, cancer e efeitos negativos no desenvolvimento infantil (Chandrasekaran
et al., 2015; Santos et al., 2015).

Para mitigar a contaminagdo do solo por metais toxicos, sao necessarias
medidas de prevencao e remediacdo. A adogido de boas praticas agricolas, como o
uso adequado de fertilizantes e pesticidas, a rotagao de culturas e o monitoramento
da qualidade do solo, é essencial para prevenir a contaminagao. Além disso, técnicas
de remediacédo, como a fitorremediagdo (uso de plantas para extrair, acumular ou
degradar metais téxicos) e a aplicagdo de agentes quelantes ou materiais
adsorventes, podem ser empregadas para reduzir os niveis de metais toxicos no solo
(Chandrasekaran et al., 2015).

1.2.2.1. Cadmio
O Cd é reconhecido como um dos elementos mais téxicos e facilmente

mobilizaveis no meio ambiente, com capacidade de substituir o calcio em minerais

devido ao seu raio ibnico semelhante, carga idéntica e comportamento quimico
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analogo (Alloway; Jackson, 1991; Aoshima, 2016). Essa caracteristica permite que o
Cd penetre no organismo humano e se acumule em altos niveis em diversos 6rgaos
(Hajeb et al., 2014), distinguindo-se de outros elementos toxicos, como o Hg e o As,
por sua entrada predominante na dieta humana através do consumo de vegetais.

A exposicao crbénica ao Cd pode provocar a doencga de itai-itai, caracterizada
por disfuncao renal, osteomalacia e osteoporose, decorrentes da competigcdo do Cd
com o Ca e outros nutrientes essenciais (Aoshima, 2016; Arain; Mirza; Aslam, 2015;
Khan; Jhung, 2017). Adicionalmente, ha associagdes entre a exposi¢cdo ao Cd e
disturbios no metabolismo da glicose, canceres de mama e de pulmao, infarto cerebral
e insuficiéncia cardiaca (Khan; Jhung, 2017). A Organiza¢gdo Mundial da Saude (OMS,
2011) estabeleceu que a ingestdo mensal toleravel de Cd é de 25 ug kg™' de peso
corporal, considerando sua longa meia-vida biolégica em humanos, que varia de 10 a
35 anos. A absorcédo deste elemento pode ocorrer tanto por ingestdo quanto por
inalacdo, e sua exposi¢ao prolongada é um fator de risco para o desenvolvimento de
diversos tipos de céncer (Pan; Yu, 2011).

As fontes naturais de emissdes de Cd incluem o intemperismo de rochas,
particulas de solo transportadas pelo ar, incéndios florestais, material biogénico,
vulcdes e fontes hidrotermais (ATSDR, 2021). Por outro lado, as principais fontes
antropogénicas de Cd no solo e nas aguas subterraneas advém de emissdes de
combustdo, lodo de esgoto, aterros, trafego, industria metalurgica, mineracéo e
incidentes industriais (Bigalke et al., 2017; Merkel; Sperling, 1998; Mirlean;
Roisenberg, 2006; Sprynskyy et al., 2011). Uma causa comum para o aumento das
concentracoes de Cd no solo e nas aguas subterraneas é o uso de fertilizantes
fosfatados, os quais podem conter Cd como impureza. Este mecanismo de adi¢ao de
Cd ao meio ambiente tem sido objeto de estudo em diversos paises (Bigalke et al.,
2017), evidenciando que a aplicagao desses fertilizantes pode alterar quimicamente o
solo e elevar as concentragdes médias de Cd em alguns produtos agricolas para entre
0,03 a 3,0 mg kg' de matéria seca, tornando os alimentos contaminados uma via
significativa de entrada de Cd no organismo humano (Kabata-Pendias, 1993).

O Cd apresenta alta mobilidade em solos, o que aumenta sua
biodisponibilidade para as plantas em comparacédo a outros metais toxicos , como o
Pb e o Cu, especialmente em condicdes de pH inferiores a 6,00 devido a fraca
adsorcao do metal por matéria organica, argilominerais e 6xidos (Alloway; Jackson,

1991; McBride, 2003). Concentragdes acima de 0,5 mg kg™' ja podem indicar poluigdo
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do solo por Cd (McBride, 2003). A forma toxica deste elemento, o ion Cd?*, interfere
no metabolismo celular, substituindo micronutrientes em enzimas essenciais, inibindo
a formacao de clorofila e interferindo em diferentes fases do ciclo de Calvin, afetando

a fixagdo fotossintética de CO2 (Haghiri, 1973).

1.2.2.2. Chumbo

O Pb €& amplamente reconhecido como um dos metais toxicos mais
prevalentes, distribuido de forma ubiqua no solo, onde ndo desempenha qualquer
fungcdo bioldgica conhecida. Sua presenga € comum em diversas formagbes
geoldgicas, com concentragdes variando significativamente entre diferentes tipos de
rochas: de 2 a 18 mg kg-! em rochas igneas basdlticas, 6 a 30 mg kg-' em granitos,
16 a 50 mg kg™! em xistos e argilas, 7 a 150 mg kg™ em xistos negros, e de 1 a 30 mg
kg™' em arenitos (Meena et al., 2020). A concentragdo média de Pb na crosta terrestre
é estimada em aproximadamente 16 mg kg', enquanto nos solos essa concentragio
oscila entre 10 a 30 mg kg' (Davies; Bailinger, 1990; Wani; Ara; Usmani, 2015).
Diferentes classes de solos brasileiros apresentaram teores de Pb variando de 0,52 a
36,55 mg kg', com Latossolos exibindo concentragbes entre 24 e 184 mg kg’
(Pierangeli et al., 2001).

A superficie do solo demonstra uma grande capacidade de acumular Pb,
proveniente tanto de fontes atmosféricas quanto industriais e agricolas. Em algumas
areas, os niveis de Pb alcangaram 3.916 mg kg-! em zonas agricolas e até 135.000
mg kg em regides industriais. Comumente, uma concentragdo de 100 mg kg™' de
solo é utilizada como referéncia para a identificacdo de areas contaminadas, embora
estudos sugeriram um limite de 400 mg kg™' para a avaliagdo de risco de exposicao
infantil ao Pb em solos contaminados (Kabata-Pendias, 1993; Wani; Ara; Usmani,
2015).

O aumento dos niveis de Pb no solo pode ter efeitos adversos na diversidade
microbiana, bem como no crescimento e metabolismo das plantas. A exposi¢cao ao Pb
induz estresse oxidativo nas plantas, resultando em danos celulares e disturbios na
homeostase ibnica. Isso impacta negativamente em varios aspectos do
desenvolvimento vegetal, como o crescimento radicular, germinagao de sementes,

desenvolvimento de mudas, divisdo celular, transpiragao e producao de clorofila, além
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de afetar a organizacao lamelar dos cloroplastos (GUPTA; RASTOGI; NAYAK, 2010;
MAESTRI, 2010).

A toxicidade do Pb para as plantas manifesta-se em concentra¢des de 30 a
300 mg kg-! na matéria seca. Devido a sua baixa solubilidade e mobilidade, a absor¢io
de Pb pelas plantas é limitada, embora o metal possa persistir por longos periodos no
ambiente (Davies; Bailinger, 1990; Kabata-Pendias, 1993). O Pb absorvido tende a
acumular-se nas raizes, com pouca translocacdo para as partes aéreas da planta
(McBride, 2003). Concentragbes meédias de Pb em alguns produtos agricolas variam
de 0,007 a 8,0 mg kg-!, mas valores tao altos quanto 2.714 mg kg-' foram registrados
em gramineas forrageiras proximas a areas de mineragéo (De Koning, 1974).

A presenca de Pb nas plantas representa um risco de entrada no ciclo
alimentar, podendo afetar diversos 6rgaos humanos, com criangas particularmente
vulneraveis ao envenenamento por este elemento. A acumulagéo progressiva de Pb
no corpo humano pode levar a uma ampla gama de disturbios de saude, incluindo
efeitos neuroldégicos, hematoldgicos, cardiovasculares, reprodutivos e renais. Os
sintomas associados a exposicédo ao Pb incluem dores de cabecga, perda de memdria
de curto prazo, confusdo mental, distorcdo da percepg¢do, dores musculares e
articulares, disturbios gastrointestinais, intolerancias alimentares, alergias, problemas
de viséo e fadiga crénica (Augusto, 2022). Assim, a contaminag&o de solos agricolas
por Pb € uma preocupacao significativa tanto do ponto de vista ambiental quanto

nutricional.

1.2.2.3. Mobilidade de metais

A mobilidade dos metais no solo € influenciada por uma complexa interagcéo
entre diversos fatores, ndo ocorrendo de maneira isolada. A presenca de agua e
variagdes no pH do solo sdo determinantes cruciais que influenciam a composi¢ao da
solucdo do solo, afetando diretamente os processos de adsorgdo e as possiveis
reagdes quimicas que ocorrem dentro deste sistema (Mirsal, 2008). Além disso, as
propriedades fisicas do solo, tais como sua textura, e propriedades quimicas, incluindo
o pH, o potencial redox e a capacidade de troca catiénica (CTC), juntamente com a
presenca de matéria organica, tém um papel significativo na determinagao da forma e

mobilidade dos metais no ambiente do solo (De Almeida Duarte et al., 2017).
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Essas interacdes sao fundamentais para entender a dindmica dos metais no
solo, uma vez que afetam tanto a disponibilidade desses metais para as plantas
quanto o seu potencial de lixiviagdo para as aguas subterraneas. A matéria organica,
por exemplo, pode formar complexos com metais, alterando sua mobilidade e
biodisponibilidade. De maneira similar, o pH do solo pode influenciar a solubilidade
dos metais, com condigbes acidas geralmente aumentando a mobilidade de muitos
metais toxicos. Portanto, o manejo adequado do solo, considerando esses fatores, é
essencial para minimizar os riscos de contaminagdo por metais e proteger tanto a

saude do ecossistema quanto a saude publica.

1.2.3. Legislagao brasileira sobre a contaminagao por metais toéxicos

A legislacao brasileira relacionada aos fertilizantes contendo micronutrientes é
regulada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), um 6rgéo
federal encarregado da supervisao da produgdo e comércio desses produtos, bem
como da elaboracao das leis que estabelecem os limites maximos permitidos para sua
fabricagéo. A lei n® 6.894, de 16 de dezembro de 1980 (MAPA, 1980), alterada pela
n° 12.890 de 10 de dezembro de 2013 (MAPA, 2013) , inclui os remineralizadores
como uma categoria de insumo destinado a agricultura e aborda a inspecéo e
fiscalizacdo da producdo e comércio de fertilizantes, corretivos, inoculantes,
estimulantes ou biofertilizantes, remineralizadores e substratos para plantas, além de
outras medidas. De acordo com a lei sancionada pelo Brasil em 2013, os fertilizantes
sdo definidos como substancias minerais ou organicas, naturais ou sintéticas, que
fornecem um ou mais nutrientes vegetais.

Além desta, foi publicada no inicio de 2023 a Portaria Conjunta SDA/MAPA -
IBAMA - ANVISA n. 1/2023, que estabelece os procedimentos a serem adotados para
o registro de produtos microbiolégicos empregados no controle de pragas ou utilizados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores ou inibidores de crescimento. A
norma revogou os atos normativos relacionados ao tema, como a Instrugdo Normativa
Conjunta (INC) N° 3, de 10 de margo de 2006 (MAPA, 2023).

Entretanto, estabelecer concentracbes maximas permitidas para
micronutrientes em fertilizantes ndo garante a qualidade desses produtos. Além da

eficiéncia, a responsabilidade de fiscalizar a seguranca das matérias-primas utilizadas
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na fabricagdo dos fertilizantes em relacdo aos teores de contaminantes é
compartilhada entre o Ministério da Agricultura, Meio Ambiente, Saude e entidades
ambientalistas. Através da Instrugdo Normativa SDA N° 27, de 05 de junho de 2006
(MAPA, 2006), alterada pela IN SDA N° 7, de 12/04/2016, republicada em 02/05/2016
(MAPA, 2016), sao estabelecidas as concentragbes maximas admitidas para agentes
fitotoxicos, patogénicos ao homem, animais e plantas, metais toxicos, pragas e ervas
daninhas em 22 tipos de fertilizantes, corretivos, inoculantes e biofertilizantes
produzidos, importados ou comercializados. O artigo 2° dessa instru¢do normativa
exige que os estabelecimentos que produzem ou importam fertilizantes, corretivos,
inoculantes ou biofertilizantes realizem um controle periédico das matérias-primas e
produtos em relagcédo aos contaminantes listados na norma.

De acordo com a referida norma, os limites maximos de metais toxicos em
fertilizantes minerais que contém o macronutriente fésforo (P) ou misturas com outros
micronutrientes e nutrientes s&o expressos em mg kg' na massa total do fertilizante
(MAPA, 2006). Para mais detalhes, consultar o Quadro 1 no Anexo | da Instrugdo
Normativa SDA N° 27, de 05 de junho de 2006, emitida pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento.

Além disso, a resolucéo 420 de 2009 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 2009) estabelece critérios e valores orientadores de qualidade do solo em
relacdo a presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o
gerenciamento ambiental de areas contaminadas por essas substancias devido a
atividades humanas, sendo que, no meio agricola, os limites maximos de Cd e Pb sao
3 mg/g e 180 mg kg'' respectivamente..

Desta forma, A remediagao de areas contaminadas € uma exigéncia legal e um
compromisso social que deve ser cumprido, gerando uma grande demanda por
tecnologias e oferecendo oportunidades de pesquisa cientifica e negdocios. Dentre as
varias opgoes de tecnologias para a remediagao de solos contaminados, destacam-
se a biorremediacio e a fitorremediagao, que visam a remogao de contaminantes do
solo (Accioly; Siqueira, 2000).

As regulamentacgdes para a contaminagéo do solo por metais toxicos no Brasil,
em comparacdo com outros paises, podem variar significativamente em termos de
abrangéncia, rigor e aplicagdo. De acordo com a Resoluggo CONAMA N° 420,
promulgada em 2009, o Brasil estabeleceu critérios para a prevengado da

contaminagéao do solo e diretrizes para a gestao de areas contaminadas (Brasil, 2009).
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No entanto, a implementagcao e fiscalizagdo dessas regulamentagées podem ser
desafiadoras em um pais de dimensdes continentais, onde as disparidades regionais
e a disponibilidade de recursos podem influenciar a eficacia das agdes regulatorias.

Em contraste, paises como os Estados Unidos e na Unido Europeia, possuem
regulamentagdes ambientais mais consolidadas e rigorosas para a gestdo da
contaminagdo do solo. Essas jurisdicoes estabelecem limites maximos permitidos
para a presenga de metais toxicos nos solos e impdem uma aplicagao rigorosa desses
padrées. As regulamentagdes nos Estados Unidos, por exemplo, sdo gerenciadas
pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos EUA (EPA), que supervisiona a gestdo e
remediacdo de areas contaminadas.

Além disso, a capacidade de fiscalizacdo e execucao das leis ambientais
também pode variar entre os paises. Em nagcdes mais desenvolvidas, a infraestrutura
governamental e os recursos estdo geralmente mais disponiveis para monitorar e
fazer cumprir as regulamentagbes ambientais. Em contrapartida, em paises em
desenvolvimento, esses recursos podem ser mais limitados, o que pode resultar em
desafios na implementacéao eficaz das leis ambientais.

Gongalves Jr. et al. (2014), ao discorrer sobre a presenga de metais nos solos,
relatou que, alguns paises ja comegaram a lidar com esses desafios, estabelecendo
limites maximos aceitaveis para metais nos solos, conforme ilustrado na Tabela 1. No
contexto brasileiro, o estado de Sao Paulo foi pioneiro nessa area, através da
Companhia Ambiental do Estado Sao Paulo (CETESB), que elaborou um documento
regulamentando os valores orientadores para a qualidade do solo e da agua
(CETESB, 2013).

Tabela 1: Limites maximos permitidos de metais (Cd e Pb) nos solos de alguns
paises.

Metal (mg kg 1)

Pais

Cd Pb
Unido Europeia 1-3 50-300
Estados Unidos 1,6 50-300
Polénia 1-3 70-150
Alemanha 3-1,5 100
Reino Unido 3-15 500-2000
Austria 5 100
Brasil 3 180

FONTE: Goncalves Jr. et al. (2014), adaptado pela autora (2023).
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1.2.4. Biorremediagao

A remocao de metais toxicos do solo pode ser realizada por meio de métodos
fisicos, quimicos ou biolégicos. Os métodos fisico e quimicos incluem substituigdo da
camada de solo, remogao eletrocinética, tratamento térmico, lavagem do solo,
vitrificacdo e tratamento quimico com cal, compostos de fosfato ou compostos
organicos (Hou et al., 2020). Cada grupo de meétodos apresenta suas proprias
vantagens e desvantagens. Os métodos fisico-quimicos sdo eficientes e rapidos,
porém sao caros e consomem muito trabalho. Além disso, podem causar mudancas
drasticas nos indicadores de qualidade do solo. Portanto, os métodos fisicos e
quimicos nao oferecem uma solugao ideal para a agricultura. O tratamento biolégico
€ uma boa alternativa, pois € econdmico e ecologicamente sustentavel. Os métodos
biolégicos envolvem o uso de plantas (fitorremediagdo) e microrganismos
(biorremediacao) (Donald G. Rogich; Grecia R. Matos, 2008), e ja tiveram sua eficacia
constatada em diversos estudos (Aseman-Bashiz et al., 2014; Cruz-Hernandez et al.,
2022; Hussain et al., 2022; Leonel et al., 2018; Rehman et al., 2023; Santos et al.,
2018; Soares et al., 2011).

A biorremediacao tem recebido muita atencgao cientifica nos ultimos anos. Seus
mecanismos estdo baseados em transformacgdes redox, absor¢cdo e alteracdes na
reacao do meio. Atualmente, os métodos mais comuns de remogao microbiana de
metais toxicos sdo biossorgcao-bioacumulagdo, producdo de biossurfactantes,
biolixiviagao, oxidagao-redugao, biovolatilizagao, biomineralizagdo, entre outros (Yin
et al., 2015). Os microrganismos sao capazes de desenvolver sistemas de protegao
para evitar efeitos negativos; no entanto, a maioria dos metais toxicos destréi as
membranas das células microbianas.

Portanto, a capacidade dos microrganismos de permanecerem viaveis sob a
influéncia de metais téxicos na restauracdo de areas perturbadas € de importancia
crucial (Li et al., 2016). De acordo com dados da literatura, € possivel usar
Bacteroidetes e Firmicutes para areas contaminadas com As. Sua abundancia esta
positivamente correlacionada com esse poluente em areas contaminadas. Também
se observa que as proteobactérias sao resistentes a altas concentra¢des de Zn, bem
como ao Pb (Téth et al., 2016a).

Embora a preocupacdo com a contaminagdo do solo seja recente, existem

varias técnicas de remediacdo que podem ser aplicadas para reduzir as
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concentragdes de contaminantes a niveis seguros para a saude humana e impedir
sua dispersao no ambiente (Huang et al., 2005). A descontaminagéo pode ocorrer in
situ ou ex situ, sendo que a preferéncia tem sido cada vez mais pela remediagéo in
situ, devido aos menores custos, maior aceitacdo pela populagcdo e auséncia de
contaminagdes secundarias (Tavares; Oliveira; Salgado, 2013b).

Algumas técnicas de descontaminagdo sao classificadas como bioldgicas,
incluindo a biorremediacéao e a fitorremediacdo. A biorremediacdo envolve o uso de
microrganismos capazes de transformar contaminantes em substancias menos
toxicas (Colla et al., 2008). A fitorremediacao utiliza plantas para descontaminagéo de
solos contaminados, aproveitando a capacidade das plantas de absorver, acumular
e/ou degradar contaminantes. As plantas podem remover os contaminantes do solo
através de varios mecanismos, como a absorcdo pelas raizes, volatilizacao,
fotodegradacao e transformacao bioquimica (Tavares, 2009). Além disso, as plantas
podem promover a estabilizacdo de metais téxicos por meio da formacdo de
complexos com compostos organicos e a redugao da lixiviagdo desses contaminantes
para os lencgois freaticos (Oliveira Neto et al., 2021).

As propriedades do solo e as condi¢des climaticas desempenham um papel
fundamental na determinagao da disponibilidade de metais toxicos nos ecossistemas
terrestres. Fatores como o pH do solo, sua textura, além da temperatura e das
variagdes climaticas, sdo cruciais para entender a dindmica desses contaminantes
(Khan; Jhung, 2017; Zhong et al., 2020). Baixos valores de pH favorecem o aumento
da presenca de metais toxicos no solo, pois diminuem a adsor¢do desses ions
metalicos nas particulas do solo, intensificando a competicdo entre ions metalicos
livres e outros cations na solugdo do solo, o que pode afetar adversamente o
metabolismo dos microrganismos.

A textura do solo também influencia a disponibilidade de metais téxicos, com
solos argilosos de textura fina apresentando menor disponibilidade desses metais, em
comparagao com solos arenosos, que mostram maior disponibilidade. Além disso,
condigdes climaticas com temperaturas e precipitacdes elevadas tendem a aumentar
a solubilidade e a biodisponibilidade dos metais, 0 que exige estratégias de
remediacao focadas na regulacédo do pH do solo, especialmente em regides de clima
quente e umido, para manter as concentragbes de metais toxicos em niveis baixos
(Zhong et al., 2020).

A contaminagdo por metais toxicos pode causar impactos significativos na
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diversidade e estrutura de comunidades microbianas, dependendo do grau de
exposi¢cao e da capacidade de adaptagdo desses organismos aos contaminantes
(Dhaliwal et al., 2020) . Uma abordagem eficaz para a biorremediagéo envolve o uso
de microrganismos autéctones que sdo naturalmente resistentes ou tolerantes aos
metais toxicos, ou a inoculagdo de espécies com conhecido potencial de
biorremediacgao.

Bactérias como Bacillus subtilis e Torulopsis bombicola sdo capazes de
produzir biossurfactantes, incluindo surfactina, ramnolipidios, soforolipidios, escina e
saponina, que podem solubilizar metais no solo, facilitando sua biodegradacgéao (Acikel;
Ersan; Acikel, 2011). Essas bactérias também podem aumentar a tolerancia das
plantas aos metais toxicos e promover o crescimento vegetal em solos contaminados
(Mishra; Singh; Arora, 2017).

Além disso, bactérias marinhas e geneticamente modificadas tém sido
exploradas para o tratamento de residuos contaminados com Hg, convertendo
metilmercurio em Hg (1) e, em seguida, reduzindo-o a Hg (0), uma forma menos toxica
e volatil (Chen; Wilson, 1997; Dash; Das, 2015).

Além disso, diferentes espécies vegetais apresentam habilidades variadas na
remediacado de metais toxicos, devido a diferencas em seus mecanismos de tolerancia
e acumulacdo. Algumas espécies, conhecidas como hiperacumuladoras, tém a
capacidade de acumular grandes quantidades de metais toxicos em suas partes
aéreas, enquanto outras espécies sdo mais eficientes na remog¢ao de metais do solo
através do sistema radicular (Colla et al., 2008).

Na fitorremediacao, podem ocorrer mecanismos podem de maneira direta ou
indireta para reduzir e/ou remover contaminantes por meio das plantas. Nos
mecanismos diretos, os compostos sdo absorvidos, acumulados ou metabolizados
nos tecidos, através da mineralizagdo (Pires; Procopio; De Souza, 2006). No
mecanismo indireto, as plantas extraem contaminantes das aguas subterraneas,
levando assim a uma redugao na fonte de contaminacao, ou quando a presenca de
plantas cria um ambiente propicio para o aumento da atividade microbiana, resultando
na reducao do contaminante (Tavares, 2009).

A fitorremediacdo € uma estratégia ambientalmente amigavel que utiliza
plantas para limpar solos, aguas ou ar contaminados. Conforme elucidado por Pletsch
et al. (1999), esta técnica pode ser dividida em varias categorias, cada uma com seu

mecanismo especifico de ag&do para mitigar diferentes tipos de contaminantes. Estas
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categorias incluem:

1.

Fitoextracdo: Este processo envolve a absorgao de contaminantes pelo sistema
radicular das plantas e seu armazenamento em raizes ou outros tecidos
vegetais sem modificagdo do contaminante. A planta pode entédo ser colhida e
descartada de forma segura, facilitando a remogéo de contaminantes do solo.
Fitodegradacao ou Fitotransformagao: Neste caso, as plantas ndo apenas
absorvem os contaminantes, mas também os bioconvertem em formas menos
téxicas através de processos metabdlicos nas raizes ou outros tecidos
(catabolismo ou anabolismo), ajudando a neutralizar os efeitos nocivos desses
contaminantes.

Fitovolatilizagao: Aqui, as plantas absorvem o contaminante e o convertem em
uma forma volatil, que é posteriormente liberada para a atmosfera. Esse
processo € particularmente util para a remocao de metais toxicos ou compostos
organicos que podem ser transformados em formas gasosas.

Fitoestimulagdo ou Rizodegradacdo: Envolve a estimulagdo da atividade
microbiana no solo pelos exsudatos das raizes das plantas, o que acelera a
biodegradacdo dos contaminantes presentes no solo.

Rizofiltracdo: Este método € aplicado principalmente para tratar aguas
contaminadas, onde as plantas absorvem e concentram contaminantes nos
tecidos vegetais. Posteriormente, o material vegetal contaminado é removido e
descartado de forma apropriada.

Fitoestabilizacdo: Diferente das outras técnicas que focam na remoc¢ao do
contaminante, a fitoestabilizagdo visa imobilizar, lignificar ou humificar o
contaminante no solo, prevenindo a sua dispersédo ou migragéo para outras
areas ou para as aguas subterraneas.

Estudos tém demonstrado que varias espécies vegetais, como Brassica juncea

(mostarda), entre outras, sdo capazes de acumular e tolerar altas concentragdes de

metais toxicos em solos contaminados (Mourato et al., 2015), Zea mays (milho)

(Aladesanmi et al., 2019; Ruiz-Huerta et al., 2022), Helianthus annuus (girassol)

(Dhiman et al., 2017). Essas plantas podem ser cultivadas em areas contaminadas,

promovendo a remediagao do solo ao longo do tempo.

Além disso, a fitorremediacdo pode ser combinada com técnicas de

melhoramento do solo, como adigdo de compostos organicos, para aumentar a

eficiéncia do processo de remediacao. A adicdo de compostos organicos ao solo pode
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estimular o crescimento das plantas e melhorar a biodisponibilidade dos metais
toxicos , facilitando sua absor¢éo e remocéo (Tavares, 2009).

Além da fitorremediagéo, outra abordagem promissora na remediagao de solos
contaminados € a biorremediagcdo, que envolve o uso de microrganismos, como
bactérias, para degradar os contaminantes presentes no solo. Estudos tém
demonstrado que certas espécies bacterianas possuem a capacidade de metabolizar
e transformar substancias toxicas, contribuindo para a redugdo dos niveis de
contaminagéo (Pal; Paul, 2008). Estudos realizados por Soares et al., (2013)
demonstraram que a maioria das plantas testadas como fitorremediadoras sao as
leguminosas (53%), seguidas das gramineas (Poaceae) (38%) e em menor numero
de espécies nas familias Asteraceae (4%), Cruciferae (Brassicaceae) (4%) e

Amaranthaceae (1%) (Figura 1).

Familias

M Legumonosas
B Graminea
38% m Asteraceae
W Crucifera

B Amarantacea

Figura 1: Porcentagem das espécies testadas como fitorremediadoras até 2013, pertencentes as
familias Leguminosae, Poaceae, Asteraceae, Cruciferae e Amaranthaceae. FONTE: Soares et al.,
(2013).

1.2.5. Uso de plantas e microrganismos para a redugao ou remogao no teor de

metais toxicos

Os microrganismos representam uma fonte inestimavel de diversidade genética

no planeta, embora essa diversidade ainda seja largamente subestimada e pouco
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explorada. Eles sido encontrados em quase todos os ambientes terrestres,
constituindo a maior biomassa viva e desempenhando fun¢des cruciais para a
manutencdo da vida na Terra. As bactérias, em particular, sdo fundamentais para
muitos processos biolégicos e sdo uma fonte potencial de bioprodutos valiosos
(Rodrigues, Valera, 2004).

No solo, uma rica microbiota €& responsavel por uma série de reagdes
bioquimicas vitais, incluindo a decomposi¢gdo da matéria orgéanica, que libera
nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas (Sanon et al., 2009).
Estimativas baseadas em métodos moleculares indicam a presenca de mais de 4.000
espécies de microrganismos por grama de solo, incluindo bactérias, fungos, algas,
protozoarios e nematoides, particularmente na rizosfera, a regido do solo influenciada
pelas raizes das plantas (Hutchinson; Symington, 1997; Montesinos, 2003).

A diversidade microbiana tem sido reconhecida como um indicador valioso da
qualidade do solo, especialmente com o avango das técnicas de biologia molecular
na ultima década, que tém faciltado a identificacdo e quantificagdo dos
microrganismos em amostras ambientais (Tiedje et al., 2001). Esses microrganismos
podem ser classificados em grupos funcionais de acordo com seu papel nos ciclos
biogeoquimicos, como o ciclo do nitrogénio e o ciclo do carbono, incluindo aqueles
que degradam polimeros complexos (Torsvik; @vreas, 2002).

A ideia de usar a diversidade microbiana como um indicador da qualidade do
solo deriva da compreensdao de que 0S microrganismos Sao essenciais para a
reciclagem de energia e nutrientes, realizando fun¢gdes que outros organismos mais
complexos, como os animais, ndo podem executar (Loreau, 2001).

Embora a maioria dos microrganismos seja sensivel aos metais toxicos,
existem bactérias resistentes a esses elementos que possuem mecanismos capazes
de converter formas toxicas em produtos menos nocivos (Abdelatey et al., 2011;
Sotero-Martins; Viana; Carvajal, 2014).

A resisténcia bacteriana aos metais toxicos é resultado de mecanismos
intrinsecos e pode ser selecionada e favorecida pela exposigéo prolongada a esses
contaminantes, permitindo que as espécies bacterianas resistentes prosperem
independentemente dos niveis de contaminagdo no solo (Hutchinson; Symington,
1997; Souza, 2013). Além disso, a presenga de metais toxicos atua como agente
seletivo que influencia a composicao e evolugcdo das comunidades bacterianas em um

determinado solo (Hassen et al., 1998; Jansen et al., 1994; Nithya; Gnanalakshmi;
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Pandian, 2011; Silver; Misra, 1984).

A interagdo entre cations de metais toxicos e microrganismos é um campo de
estudo significativo, especialmente quando se considera o impacto ambiental e a
biotecnologia para a remediagéo de locais contaminados. Como observado por Nies
(1999), cations de metais toxicos , particularmente aqueles com numeros atémicos
elevados, tendem a se ligar a grupos sulfidrilas nas células, o que resulta na inibigao
de enzimas essenciais para as reacdes intracelulares normais. Isso evidencia o
potencial toxico de metais toxicos para os microrganismos e, por extensdo, para os
ecossistemas mais amplos.

No entanto, estudos por Silver e Misra (1988), Mindlin et al. (2001), Chen et al.
(2015), Chen et al. (2019) e Nifio-Martinez et al. (2019) demonstraram que algumas
bactérias, mesmo em condicdes de concentracdes toxicas de metais, desenvolvem
mecanismos genéticos especificos para resistir a esses metais. Isso inclui sistemas
de efluxo que promovem a extrusdo de metais da célula, mitigando sua toxicidade.

Pérez (2006) ampliou o entendimento sobre a interagdo entre microrganismos
e metais, mostrando que certos microrganismos podem afetar a especificacédo de
metais através de seus efeitos na imobilizacdo e mobilizagdo. Esses processos
influenciam diretamente as fases soluveis e insoluveis dos metais no ambiente. A
mobilizagdo envolve a conversdo de estados insoluveis, como sulfetos ou éxidos
metalicos, em formas sollveis através de processos como lixiviagao, metilacao,
quelacdo e a producao de sideréforos. Por outro lado, a imobilizacdo envolve a
bioacumulagao intracelular de metais, transformando-os de um estado soluvel para
um estado insoluvel mais estavel.

Os mecanismos de resisténcia aos metais téxicos em microrganismos sao
frequentemente mediados por operons, que sdo agrupamentos de genes funcionando
como unidades de transcricdo reguladas por proteinas especificas. Para o Cd, genes
e proteinas frequentemente associados a resisténcia incluem czcAB, czcD e CadA,
enquanto para o Pb, os genes Pbr e PbrAB sdo comuns (Lanna et al., 2022;
Mendonga, 2024; Nies, 1999; Silver; Misra, 1988).

A biorremediagao, um processo que utiliza agentes bioloégicos para a remogéo
de residuos téxicos do meio ambiente, € baseada na capacidade dos microrganismos
de converter substancias nocivas em compostos menos toxicos (Krastanov; Alexieva;
Yemendzhiev, 2013; Kumar; Bisht; Dhewa, 2011). Existem diversas estratégias de

biorremediacgéao, incluindo a biorremediacdo intrinseca ou natural, em que organismos
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presentes no local s&o utilizados, a bioestimulagao, que envolve a adigao de agentes
estimulantes como nutrientes, oxigénio e biossurfactantes, e o bioaumento, que
consiste na inoculagdo de consoércios microbianos enriquecidos (Tonini; Rezende;
Grativol, 2010).

Um exemplo de técnica de biorremediagdo é a fitorremediacdo, que utiliza
plantas tolerantes a metais toxicos para remover esses poluentes do solo. Estudos
tém explorado o uso de plantas tolerantes em combinacao com bactérias capazes de
produzir horménios de crescimento, como auxinas, bactérias que absorvem metais
por meio da producdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS) e bactérias
capazes de solubilizar fosfato (Oliveira et al., 2012).

As auxinas, especialmente o acido indol-acético (AlA), sdo horménios de
crescimento sintetizados por bactérias e influenciam o crescimento das raizes,
aumentando seu comprimento, numero de raizes laterais e pelos radiculares (Bastian
et al., 1998; Fuentes-Ramirez et al., 1993). Essas auxinas podem ser produzidas tanto
pelos tecidos vegetais endogenamente quanto por microrganismos exogenamente,
como as bactérias associadas ao solo e as plantas (Baca; Elmerich, 2007).

A producdo de EPS por bactérias esta relacionada a resisténcia aos metais
téxicos , devido a capacidade desses compostos de adsorver metais por meio de
grupos funcionais presentes em sua estrutura (GUPTA et al., 2006; PAL; PAUL, 2008;
WANG). Esses compostos biodegradaveis apresentam propriedades como alta
eficacia em condigbes extremas de pH, temperatura e salinidade, e grupos funcionais,
como carboxila, hidroxila, amina e &cido urdnico, que permitem a interagcao
eletrostatica com os metais, tornando-os aplicaveis em varias areas biotecnolodgicas,
incluindo a biorremediacado de solos contaminados por metais téxicos (Colin et al.,
2013).

O P desempenha um papel fundamental na nutricdo das plantas, estimulando
o crescimento do sistema radicular e melhorando a absor¢gdao de agua e outros
nutrientes, além de contribuir para processos metabdlicos importantes, como a
fotossintese e a respiragdo (Khan et al., 2013; Santos et al., 2015). Embora alguns
solos possuam teores totais de P relativamente altos, a fragao disponivel geralmente
€ baixa nos solos brasileiros, devido a fatores como textura, teor de matéria organica,
capacidade de tamponamento, Ca, Al e Fe, o que resulta na necessidade de altas
doses de fertilizantes fosfatados e, consequentemente, no acumulo de metais toxicos

no solo (Santos et al., 2015).



27

A aplicagao frequente de fertilizantes fosfatados leva a formagao de formas
inorganicas de P nos solos, principalmente em complexos de minerais insoluveis, que
nao podem ser absorvidas pelas plantas (Rengel; Marschner, 2005).

Outra pesquisa conduzida por Zhao et al. (2015) avaliou a eficiéncia da
fitorremediacdo de solo contaminado com As utilizando uma combinagao de plantas
tolerantes e bactérias. Os resultados mostraram que a inoculacdo das plantas com
bactérias promotoras de crescimento melhorou significativamente o crescimento das
plantas e a acumulagcdo de As, resultando em uma remog¢ao mais eficiente desse
metal pesado do solo (Zhao et al., 2015a)

Além disso, estudos tém demonstrado que bactérias resistentes a metais
téxicos podem desempenhar um papel importante na solubilizagdo e mobilizagao de
metais no solo, tornando-os mais disponiveis para as plantas (Ahmad, 2015; Zhao et
al., 2015a). Essas bactérias tém a capacidade de produzir substancias como acidos
organicos e sideréforos, que podem complexar e solubilizar os metais téxicos,
facilitando sua absorcgao pelas raizes das plantas.

Um exemplo de estudo que explora essa interagao € o trabalho de Rehman et
al. (2023), que investigou o papel das bactérias na solubilizagdo de Zn e Cu em solo
contaminado. Os resultados mostraram que a inoculagao de bactérias promotoras de
crescimento nas raizes das plantas aumentou significativamente a solubilizagao
desses metais, resultando em maior absor¢cdo pelas plantas e reducdo da
concentracao no solo (Rehman et al., 2023).

Portanto, a analise e compreenséao da interagcéo planta-bactéria € fundamental
para o desenvolvimento de estratégias eficientes de biorremediacéo e tratamento de
solos contaminados com metais toxicos. A combinacao de plantas tolerantes a metais
toxicos com bactérias benéficas pode aumentar a capacidade de remocdo e
recuperacao desses solos, oferecendo uma abordagem sustentavel e ecologicamente

correta para lidar com a contaminagao por metais téxicos.

1.2.5.1. Pseudomonas spp.

O género Pseudomonas é um género bacteriano gram-negativo amplamente
distribuido na natureza, conhecido por sua capacidade metabdlica diversificada e
adaptabilidade a diferentes ambientes. No ambito da biorremediacdo de solos

contaminados com metais toxicos, a Pseudomonas tem se destacado devido a sua
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tolerancia e resisténcia a altas concentracdes desses poluentes, além de suas
habilidades em solubilizagdo, imobilizacdo, complexacdo, oxidacdo e reducao dos
metais presentes.

Um estudo relevante realizado por Miller et al. (2009a), avaliou a eficacia da
bactéria Pseudomonas putida KT2440 na biorremediacao de solos contaminados com
Cd. Os resultados mostraram que a Pseudomonas putida KT2440 foi capaz de reduzir
eficientemente a concentracdo de Cd no solo, através de processos de complexagao
e oxidagao-redugéo, promovendo a remediagcdo do solo contaminado. (Miller et al.,
2009Db).

Outra pesquisa relevante foi conduzida por (Zhou et al., 2020), que investigou
a capacidade da Pseudomonas para a biorremediagao de solos contaminados com
Pb. Os resultados demonstraram que a bactéria Pseudomonas spp. foi capaz de
promover a solubilizagao e imobilizagdo do Pb no solo, reduzindo significativamente a
disponibilidade desse metal toxico para os organismos Vvivos.

Além disso, estudos tém demonstrado que a Pseudomonas é capaz de produzir
e liberar sideroforos, substéncias organicas de baixo peso molecular capazes de
quelar ions metalicos, facilitando assim a mobilizacdo e a absorgdo desses metais
pelas plantas. Um exemplo é o estudo de Hussain et al. (2022), que investigou a
capacidade da Pseudomonas para a biorremediag¢ao de solos contaminados com Zn.
Os resultados indicaram que a bactéria Pseudomonas spp. produziu sideréforos que
aumentaram a disponibilidade de Zn para a planta Arabidopsis thaliana, facilitando
sua absorgéo e minimizando os efeitos toxicos desse metal (Hussain et al., 2022)

O estudo de Tangahu et al. (2011) investigou o papel da bactéria Pseudomonas
putida na biorremediacdao de solos contaminados com Pb, Cd e Zn. Os resultados
revelaram que a Pseudomonas putida apresentou uma alta resisténcia a metais
toxicos e foi capaz de remover efetivamente esses metais do solo, sugerindo seu
potencial como um agente de biorremediagdo em solos contaminados (Tangahu et al.,
2011).

Por fim, um estudo conduzido por Parvatiyar et al. (2005) investigou a
capacidade da bactéria Pseudomonas aeruginosa para a biorremediagdao de solos
contaminados com As. Os resultados mostraram que a Pseudomonas aeruginosa foi
capaz de solubilizar e imobilizar o As presente no solo, reduzindo significativamente
sua toxicidade e oferecendo uma estratégia promissora para a remediagao de solos

contaminados com As (Parvatiyar et al., 2005).
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Portanto, as pesquisas mencionadas evidenciam o potencial da bactéria
Pseudomonas na biorremediagdo de solos contaminados com metais toxicos. A
capacidade da Pseudomonas em solubilizar, imobilizar, complexar, oxidar e reduzir
esses metais € fundamental para a remediacédo ambiental. Além disso, a produgao de
sideroforos pela Pseudomonas contribui para o aumento da disponibilidade desses

metais para as plantas, facilitando sua absor¢cao e promovendo a fitorremediacao.

1.2.5.2. Azospirillum spp.

O género Azospirillum € composto por bactérias gram-negativas, encontradas
em solos e plantas, e tém sido estudadas no contexto da biorremediagdo de solos
contaminados com metais tdxicos. Essas bactérias sdo conhecidas por sua
capacidade de fixar N, promover o crescimento de plantas e, mais recentemente, pela
sua atuacao em processos de biorremediacao.

Diversas espécies de A. brasilense tém sido relatadas como tolerantes a metais
toxicos, como Pb, Cd, Hg, Cu e Zn. Estudos de Cruz-Hernandes et al. (2017)
demonstraram que as cepas de A. brasilense foram capazes de crescer em
concentragoes elevadas de metais toxicos, apresentando resisténcia e capacidade de
bioacumulagao desses metais. Além disso, essas cepas mostraram-se eficientes na
promoc¢ao do crescimento de plantas em solos contaminados, através da liberagao de
compostos quelantes e da produgao de fitorménios (Cruz-Hernandez et al., 2022).

O uso de inoculantes da espécie A. brasilense pode significativamente diminuir
a necessidade de fertilizantes quimicos, em particular os que sao baseados em N,
quando aplicados em conjunto com a rizosfera de plantas leguminosas. Esse
inoculante especifico, a base de A. brasilense, oferece uma variedade de vantagens
para as plantas que recebem a inoculagdo. Entre esses beneficios, observa-se um
incremento na densidade e extensao dos pelos radiculares, bem como um
crescimento acentuado das raizes laterais. A bactéria também estimula a produgao
de hormdnios vegetais importantes, tais como auxinas, giberelinas, e citocininas, além
de o6xido nitrico e poliaminas. Contribui ainda para a solubilizagdo do P e para a fixagcao
bioldégica de N, influenciando positivamente tanto os aspectos morfolégicos quanto

fisiolégicos das plantas (Dobbelaere; Vanderleyden; Okon, 2003)
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Esses estudos ilustram a relevancia do género A. brasilense na biorremediagao
de solos contaminados com metais toxicos. Através de suas propriedades
metabdlicas, essas bactérias podem promover a imobilizacdo, degradacdao ou

transformacao desses poluentes, contribuindo para a recuperagédo ambiental.

1.2.6. Crambe no contexto da biorremediagao

O crambe (Crambe abyssinica Hochst), originario do Mediterraneo, é uma
planta oleaginosa pertencente a familia das cruciferas. Dependendo da estagdo do
ano e da densidade do plantio, pode alcangar alturas de 1 a 2 metros e apresenta
flores brancas ou amarelas. As sementes, de cor marrom esverdeada e didametro
variando entre 0,8 e 2,6 mm, sdo armazenadas em pequenas capsulas, com cada
capsula contendo uma unica semente (Falasca et al., 2010). O cultivo de crambe
comegou provavelmente na Unido Soviética, com pesquisas experimentais sendo
realizadas na Russia, Suécia e Poldnia apdés a Segunda Guerra Mundial (White;
Higgins, 1966). Esta cultura é conhecida por sua ampla capacidade de adaptagao
climatica, florescendo aproximadamente 35 dias apds a germinagéo e com a colheita
ocorrendo em torno de 90 a 100 dias apds a emergéncia. As sementes de crambe
possuem um teor de 6leo que varia de 35,6 a 42,8% (Castleman; Pymer; Greenwood,
1999), sendo notavel pelo alto conteudo de acido erucico, um acido graxo de cadeia
longa usado em aplicagdes industriais especializadas, representando cerca de 50 a
60% do d6leo (Buchanan; Duke, 1981). Sua baixa exigéncia de insumos, colheita
mecanizada e possibilidade de plantio como cultura de inverno, apds a soja, tornam o
crambe particularmente atraente para produtores de soja (Falasca et al., 2010).

O o6leo de crambe tem aplicagdes diversas, incluindo uso como lubrificante,
inibidor de corroséo, ingrediente para borracha sintética, filmes plasticos, nailon e
adesivos para isolamento elétrico. A partir do éleo, também se pode obter erucamida,
utilizada na fabricagao de cosméticos (Stolarski et al., 2019).

Em um contexto de busca por culturas oleaginosas de interesse industrial, o
crambe destaca-se ndo apenas pela qualidade de seu 6leo rico em acido erucico, mas
também pela sua resisténcia a pragas e doencas, adaptabilidade climatica e
agrondmica (Bassegio et al., 2020). A crescente demanda por biocombustiveis,
impulsionada pelas mudancas climaticas e pela escassez de petroleo, que pressiona

0 uso de terras agricolas para producao de biomassa energética, elevando os custos
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dos alimentos, posiciona o crambe como uma cultura promissora. Na Europa, o
biodiesel representa 80% do consumo total de biocombustiveis de transporte,
evidenciando o papel dos biocombustiveis na diversificagdo da matriz energética
(Costa et al., 2019).

Entre as plantas utilizadas na biorremediac¢ao de solos contaminados, o crambe
(Crambe abyssinica) tem sido objeto de estudos devido as suas caracteristicas
favoraveis. O crambe é uma planta oleaginosa pertencente a familia Brassicaceae,
conhecida por sua alta capacidade de tolerancia a condi¢des adversas, como solos
contaminados. Estudos tém demonstrado que o crambe € capaz de acumular metais
toxicos em sua biomassa (espécie hiperacumuladora), removendo-os do solo e
reduzindo sua disponibilidade. Essa capacidade de fitoextragao esta relacionada a
formagdo de complexos metal-ligante na planta, resultando em redugdo da
concentracao de metais no solo (Gongalves Jr et al., 2020; Gongalves Jr. et al., 2013;
Hu et al., 2015; Paulose; Kandasamy; Dhankher, 2010)

Diversos estudos tém sido conduzidos para investigar o potencial do crambe
na biorremediacao de solos contaminados por metais toxicos. Por exemplo, em um
estudo realizado por Schwantes et al. (2020), verificou-se que biomassa modificada
de crambe apresentou resultados satisfatorios na remogao de Zn?* da agua, indicando
que esses materiais sdo alternativas viaveis para a remediagcdo ambiental, uma vez
que os adsorventes baseados em crambe podem conter grupos funcionais, que
podem ser responsaveis pela adsorgdo de Zn?*. (Schwantes et al., 2020)

Em outro estudo, os autores analisaram a eficacia do subproduto das sementes
de Crambe abyssinica Hochst como biossorvente para a remogao de ions Cd de
aguas residuais. Ela concluiu que o uso do subproduto de crambe como biossorvente
para remocao de Cd em aguas residuais ndo apenas € uma alternativa viavel ao
carvao ativado, mas também n&o requer tratamento prévio, tornando-se assim um
material sustentavel com alta aplicabilidade e baixo impacto ambiental (Rubio et al.,
2013).

Esses estudos evidenciam o potencial do crambe na biorremediagao de solos
contaminados com metais toxicos, seja por meio da fitoextragdo ou da
fitoestabilizagdo. A capacidade de acumular esses metais em sua biomassa e reduzir
sua disponibilidade no solo torna o crambe uma opcao viavel para a recuperacao de
areas contaminadas.

Embora a literatura cientifica tenha demonstrado a eficacia de varias espécies
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vegetais e microrganismos na biorremediacdo de solos contaminados por metais
potencialmente téxicos, constata-se uma lacuna significativa no que diz respeito ao
estudo da associagdo entre Crambe abyssinica e microrganismos no contexto da
biorremediacdo. Conforme pesquisas realizadas em bancos de dados cientificos e
literatura correlata descritas anteriormente, ndo ha evidéncias ou estudos anteriores
que examinem a sinergia entre esses dois agentes na tarefa de descontaminag¢ao do
solo, apenas de casos em que o crambe esta sendo isolado de forma isolada. Essa
lacuna no conhecimento justifica a importancia deste trabalho, que busca avaliar o
potencial sinérgico entre essas duas entidades. Caso comprovada tal sinergia, poder-
se-ia apresentar uma alternativa eficaz e sustentavel para a descontaminacéo do solo,
ampliando as ferramentas de biorremediacao existentes e contribuindo para a saude

do nosso planeta.

1.2.7 Interagao entre metais toéxicos, solo, plantas e microrganismos

Metais pesados téxicos, como Cd e Pb, sdo reconhecidos como poluentes
ambientais significativos que podem afetar negativamente a saude e a produtividade
das plantas quando presentes em niveis elevados no solo agricola (Maksymiec, 2007,
Shahid et al., 2015). Esses metais, devido a sua resisténcia a degradagéo, podem se
acumular e persistir no solo por longos periodos, resultando em contaminagao
continua se ndo forem absorvidos pelas plantas ou removidos (Ghori et al., 2019;
Wuana; Okieimen, 2011). Elementos como Cd e Pb sao particularmente prejudiciais,
causando impactos adversos em praticamente todos os niveis de contaminagao
(Tiwari; Lata, 2018; Toth et al., 2016).

A contaminacao natural dos solos por Cd e Pb pode ocorrer devido aos
materiais que formaram o solo ao longo de milhares de anos. Esses metais pesados
toxicos estao presentes na crosta terrestre e podem ser liberados no ambiente através
do intemperismo e erosdo de rochas, bem como de processos atmosféricos e
vulcanicos. Emissbes de gases de atividade vulcanica, queima de florestas e
transporte pelo vento de particulas de fuligem e solo sdo fontes naturais de
contaminagéao (Bouida et al., 2022).

As concentracbes de metais pesados tdxicos no solo podem variar
amplamente devido a diversidade de tipos de solos e métodos de extracido e analise
utilizados. O Cd e o Pb, frequentemente associados a polui¢gao e ao risco ecoldgico,

tém concentragdes naturais que podem ser dificeis de determinar devido a influéncia
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antropogénica em quase toda a superficie terrestre. Assim, usa-se o termo
"concentracdo de base" (background) para descrever os niveis naturais observados
durante estudos de monitoramento (Guilherme et al., 2005; Rice, 1999).

No Brasil, a contaminacao natural por Cd e Pb nos solos pode ser atribuida a
geologia local e aos processos de formagao dos solos. A presenga desses metais em
solos brasileiros varia conforme o material de origem e os processos de intemperismo
envolvidos. Solos formados "in situ" sobre rochas basicas tendem a apresentar
maiores teores de metais pesados toxicos em comparagdo com aqueles formados
sobre granitos, gnaisses, arenitos e siltitos (Oliveira; Mattiazzo, 2001; Valadares,
1975).

Estudos indicam que solos com maior teor de argila e matéria organica podem
apresentar maiores concentracdes de Cd e Pb, onde, em amostras de Latossolos,
Podzdlicos, Cambissolo, Litossolo e Terra Roxa Estruturada no Parana, foram
encontradas correlagdes positivas entre a quantidade de argila e os teores de Cr, Pb,
Zn e Mo (Fadigas et al., 2002).

No Parana, estudos revelam que solos derivados de diferentes materiais de
origem apresentam variagdes significativas nas concentracées de metais pesados
toxicos. Solos argilosos, por exemplo, podem conter concentragbes naturais de Pb
variando entre 1,5 e 70 mg/kg, com um valor de base mundial de 25 mg/kg. Para o
Cd, os teores esperados em solos argilosos ndo contaminados variam de 0,08 a 1,61
mg/kg (Kabata-Pendias, 1993).

A presenga natural de Pb nos solos do Parana pode ser atribuida ao
intemperismo quimico de rochas magmaticas e sedimentos argilosos, resultando em
concentracdes que variam entre 10 e 40 mg/kg. Em rochas calcarias, os teores de Pb
geralmente variam entre 0,1 e 10 mg/kg. A abundéancia média de Pb na crosta terrestre
€ estimada em cerca de 15 mg/kg, refletindo os teores encontrados em solos naturais
sem a agao antropico (Kabata-Pendias; Pendias, 2001a).

Entre as atividades que aumentam as concentragées de Cd no meio ambiente,
as mais proeminentes incluem as emissdes atmosféricas, o uso de agroquimicos nas
plantacdes, o descarte inadequado de pilhas e baterias contendo Cd, bem como o
descarte irregular de residuos domésticos, urbanos e industriais (Bergkvist et al.,
2003; Gimeno-Garcia; Andreu; Boluda, 1996; Lee; Choi; Kang, 2015; Liang et al.,
2017). Por outro lado, as contaminagdes por Pb sdo majoritariamente causadas por

atividades de mineracao, industrias metalurgicas, uso de fertilizantes e pesticidas na
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agricultura, e pela queima de combustiveis fésseis (Paoliello; De Capitani, 2007).
Esses metais toxicos, quando presentes na atmosfera, podem se depositar em solos,
corpos d'agua e superficies vegetais, sendo absorvidos e contaminando organismos
vivos ao entrarem na cadeia alimentar, integrando assim o ciclo ar, solo, agua, biota
(Peralta-Videa et al., 2009).

A contaminagdo por metais toxicos no solo agricola € um problema global,
exacerbado por fatores geogénicos, mudangas climaticas, rapida urbanizagdo e
aumento das atividades industriais, agricolas, domésticas, médicas e tecnoldgicas
(Jarup, 2003; Kumar et al., 2016; Sharma; Agrawal; Marshall, 2008). Solos agricolas,
sendo um recurso natural ndo renovavel, podem ser contaminados tanto por causas
naturais, como o intemperismo de rochas, quanto por atividades antropogénicas,
incluindo atividades industriais, descarte inadequado de residuos, emissdes
veiculares e praticas agricolas (Obinna; Ebere, 2019).

Conforme o Relatorio Nacional da Pesquisa de Poluicdo do Solo, divulgado
pelo Ministério da Protegdo Ambiental e pelo Ministério de Terras e Recursos, 16,1%
dos locais de amostragem em solos agricolas ultrapassaram os padrbes de qualidade
ambiental (Gusmao, 2023). Dentre esses locais contaminados, os metais pesados
toxicos e os poluentes inorganicos representam 82,8% dos compostos que excedem
os padrdes estabelecidos (Zeng et al., 2023). Especificamente, as concentracdes de
Cd e Pb excederam os limites permitidos em 7,0% e 1,5% dos locais, respectivamente
(Gusmao, 2023). Esses metais tendem a se acumular na camada superficial dos solos
agricolas e sdo prontamente absorvidos pelas plantas (Mahfooz et al., 2020). Sob
condicdes de chuva, Cd e Pb podem ser transportados por escoamento superficial e
fluxos subterraneos, contribuindo significativamente para a migragdo desses metais

dos solos agricolas para os ambientes circundantes (Bai et al., 2022).

Contaminagéo Antropogénica por fertilizantes Quimicos

A aplicagao de fertilizantes quimicos € essencial para a produgao agricola, mas
pode introduzir metais pesados toxicos no solo. Fertilizantes contendo P
frequentemente possuem altos niveis de Cd e Pb como contaminantes (Mar; Okazaki;
Motobayashi, 2012). A aplicagao continua desses fertilizantes tem mostrado aumentar
os niveis de Cd no solo (Zhuang et al., 2020). Outros fertilizantes, como sulfato de

cobre (Cu), ferro (Fe) e zinco (Zn), também podem conter metais pesados toxicos
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(Atafar et al., 2010). Essas contaminagdes provém das matérias-primas usadas na

fabricagdo dos fertilizantes (Samreen; Kausar, 2019).

Contaminagéo Antropogénica por pesticidas

Os pesticidas, amplamente utilizados na agricultura, também podem introduzir
metais pesados téxicos no ambiente. Alguns fungicidas e inseticidas contém esses
metais como ingredientes ativos, enquanto outros pesticidas podem ser contaminados
durante o processo de fabricagao (Abdallah Alnuwaiser, 2019). Por exemplo, analises
detectaram a presenca de Cr e Pb em formulag¢des de herbicidas a base de glifosato

(Defarge; Spiroux De Venddémois; Séralini, 2018b).

Contaminagédo Antropogénica por esterco de animais e compostagem

O uso de estercos de animais e compostagem é comum na agricultura, mas
esses fertilizantes organicos podem conter altos niveis de metais pesados tdxicos,
como Cd e Pb (Liu et al., 2020). Esses metais vém dos minerais presentes nas ragdes
comerciais fornecidas aos animais, que os excretam através do esterco (Jensen;
Larsen; Bak, 2016). Como esses metais ndo se decompdem durante a compostagem,
aplicagdes repetidas podem levar a acumulagcdo de metais pesados a niveis toxicos
no solo (Yang; Wang, 2016; Zhao et al., 2015b).

Contaminagdo antropogénica por biossolidos de lodo de esgoto

Biossolidos de lodo de esgoto, derivados de residuos municipais e industriais,
podem ser altamente contaminados com metais pesados téxicos como Cd e Pb,
afetando a saude das culturas quando aplicados repetidamente no solo (Oun et al.,
2014).

Contaminagdo antropogénica por irrigagdo com agua contaminada

A irrigagao com agua contaminada de fontes superficiais e subterraneas € uma
via significativa de contaminacdo por metais pesados tdxicos, especialmente em
paises em desenvolvimento (Alaboudi; Ahmed; Brodie, 2018). Elementos como Pb e

Cd podem ser transportados para corpos de agua através do escoamento e lixiviagao,
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afetando o crescimento e a produtividade das culturas (Mohankumar; Hariharan; Rao,
2016).

Fatores que Afetam as Interagcbes de Metais Pesados toxicos com Plantas

Cultivadas

O solo é um sistema heterogéneo composto por matéria organica, minerais,
gases, liquidos e uma variedade de microrganismos que influenciam as interagdes
entre as particulas do solo e os ions. Esses ions podem passar por processos de
reducdo, oxidacao, adsorgao, precipitacao ou dessor¢ao, o que afeta sua mobilidade
no ambiente e sua disponibilidade para os organismos (Tavares, 2013).

Diversos fatores do solo, plantas e metais influenciam a interagdo de metais
pesados toxicos com as plantas. Fatores do solo, como pH, teor de matéria organica
e capacidade de troca catibnica (CTC), sédo cruciais (Rieuwerts et al., 1998). A
biodisponibilidade dos metais pesados toxicos € geralmente maior em pH acido
(Blake; Goulding, 2002).

A forca de retencdo dos ions na interface solo-solugdo depende do tipo de
interacao entre os ions e a composicao do solo, variando conforme o nivel de energia
dessas interagdes (Tavares, 2013). Dessa forma, o comportamento dos ions no solo
é flexivel e varia de acordo com as propriedades especificas de cada tipo de solo.

Os solos tropicais, como os encontrados no Brasil, sdo formados por intenso
intemperismo, o que resulta em fragcbes minerais com altos teores de Oxidos e
hidroxidos. Esses minerais tém seus sitios de troca bastante sensiveis a alteragao do
pH do solo, podendo adquirir cargas (Lange, 2012). Portanto, o pH é o fator mais
importante a ser considerado nas reacdes de precipitagao-dissolugao, pois influencia
diretamente na adsorc¢ao de ions metalicos (Tavares, 2013).

A composigcao da rocha matriz e o tamanho das particulas do solo determinam
a presencga de carbonatos e sulfatos, que interagem com os ions metalicos presentes,
influenciando também sua mobilidade no solo (Lange, 2012). A matéria organica é um
componente crucial da fase soélida do solo, pois seus componentes tém alta afinidade
para a complexacdo com metais toxicos, afetando a mobilidade dos cations metalicos
(Lange, 2012).

O Cd é encontrado principalmente como ion soluvel na forma Cd?**, mas

também pode estar complexado com compostos organicos e inorganicos. O Cd
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apresenta elevada mobilidade em solos acidos, mas tende a se acumular na fase
sélida do solo (Rieuwerts et al., 2006). O Pb, por sua vez, é encontrado como ion livre
(Pb?*), mas pode estar complexado com 6xidos e matéria organica devido a sua alta
afinidade por esses compostos, resultando em baixa mobilidade no meio (Lange,
2012).

Respostas das Plantas a Toxicidade de Metais Pesados toxicos

As plantas possuem mecanismos de defesa contra a toxicidade dos metais
pesados toxicos, como a ligacdo as paredes celulares, transporte para vacuolos e
sintese de proteinas ligantes de metais, como metalotioneinas e fitoquelatinas
(Cobbett; Goldsbrough, 2002). A glutationa reduzida (GSH), um derivado de
aminoacidos, possui forte afinidade pelos metais pesados téxicos, atuando como
ligante para quelar esses metais e aliviar seus efeitos toxicos (Yadav, 2010). As
plantas também ativam sistemas de defesa antioxidante para dissipar o estresse

oxidativo causado pelos metais pesados toxicos (Berni et al., 2019).

Absorgéo, Translocagdo e Bioacumulagcéo

A absorcdo de metais pesados toxicos pelas plantas ocorre
predominantemente através das raizes, utilizando tanto mecanismos passivos quanto
ativos (Yan et al., 2020). A fitotoxicidade, ou o potencial toxico dos metais para as
plantas, esta intrinsecamente ligada a eficiéncia de absorcao pelas raizes, sua
subsequente translocacao para diferentes partes da planta e a acumulacao de metais
a niveis téxicos (Siddique et al., 2021).

Os transportadores de metais desempenham um papel fundamental nos
processos de absorcio, translocacdo e desintoxicagcdo de metais pesados toxicos
dentro das plantas (Jin; Dalgarno; Atwood, 2010). A absorgao inicial dos metais ocorre
na epiderme das raizes, onde os ions metalicos penetram nas células radiculares.
Apds a entrada nos tecidos radiculares, os metais sdo transportados radialmente das
células epidérmicas até o cilindro vascular, utilizando as vias apoplastica e simplastica
(Clemens; Palmgren; Kramer, 2002). Este transporte radial € crucial para que os
metais atinjam o xilema, o tecido condutor responsavel pela translocacdo dos metais

para as partes aéreas da planta. Este processo de translocacéo € impulsionado pela
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transpiracao e pelo potencial osmético (Lombi et al., 2001).

Dentro das células das raizes, os metais pesados téxicos podem ser
sequestrados em vacuolos, onde séo isolados do citoplasma para minimizar sua
toxicidade. Esses metais podem formar complexos com ligantes como acidos
organicos, peptideos e proteinas, que auxiliam na reducdo de sua mobilidade e
toxicidade (Hall, 2002). Nas folhas, os metais pesados toxicos sédo frequentemente
sequestrados tanto em vacuolos quanto nas paredes celulares. Este sequestro é
essencial para impedir que os metais interfiram nas fungbes metabdlicas vitais da
planta (Clemens; Palmgren; Kramer, 2002).

As plantas também produzem compostos quelantes, como fitochelatinas e
metalotioneinas, que se ligam aos metais pesados toxicos, formando complexos
estaveis e menos toxicos (Cobbett; Goldsbrough, 2002). Esses quelantes
desempenham um papel crucial na detoxificagdo dos metais, facilitando o sequestro
dos ions metalicos em compartimentos celulares especificos, reduzindo assim sua

disponibilidade para causar danos metabdlicos.

Interagbes com Microrganismos do Solo

Microrganismos benéficos do solo, como bactérias e fungos, sdo essenciais
para a fertilidade do solo e a saude das plantas. Eles auxiliam na liberacdo de
nutrientes, reciclagem de nutrientes vegetais e fixagao de nitrogénio (Dellagi; Quillere;
Hirel, 2020). No entanto, metais pesados téxicos podem inibir o crescimento e a
diversidade dessas populagdes microbianas, afetando indiretamente a saude e a
produtividade das culturas (Abdu; Abdullahi; Abdulkadir, 2017). Algumas espécies
bacterianas sao naturalmente tolerantes a altos niveis de metais pesados téxicos e
podem ser utilizadas na biorremedia¢do de solos contaminados (Wang et al., 2022).

Os Dbiossurfactantes sdo compostos tensoativos produzidos por
microrganismos, como bactérias, fungos e leveduras, que possuem a capacidade de
reduzir a tensao superficial e interfacial entre liquidos, solidos e gases. Diferente dos
surfactantes sintéticos, os biossurfactantes sao biodegradaveis, possuem baixa
toxicidade e sdo produzidos a partir de substratos renovaveis, o que os torna
ambientalmente mais sustentaveis e atraentes para diversas aplicagdes industriais e
ambientais (Nitschke; Pastore, 2002).

Os microrganismos produzem biossurfactantes como metabdlitos secundarios
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durante seu crescimento em diferentes substratos. A producdo destes compostos
pode ser influenciada por varios fatores, como a fonte de carbono (C), nitrogénio (N),
P, magnésio (Mg), Fe e manganés (Mn) presentes no meio de cultivo, bem como pelas
condigbes de pH, temperatura e aeragdo. Dentre os principais microrganismos
produtores de biossurfactantes estdo espécies do género Pseudomonas (Asg¢i et al.,
2008).

Os biossurfactantes mais eficientes na biorremediacdo de metais pesados
téxicos, particularmente Cd e Pb, sao os lipopeptidios. Estes compostos sao capazes
de complexar e solubilizar metais pesados toéxicos, aumentando sua
biodisponibilidade e facilitando sua remoc&o do ambiente contaminado (Mulligan;
Yong; Gibbs, 2001b).

Os biossurfactantes atuam na biorremediacdo de metais pesados toxicos por
meio de varios mecanismos, Como:

Emulsificagdo e Solubilizagdo: Biossurfactantes como a surfactina tém a
capacidade de emulsificar e solubilizar metais pesados téxicos, facilitando sua
mobilizagdo e transporte no solo e na agua (Rodrigues et al., 2006).

Complexacéo e Precipitagcdo: Os biossurfactantes formam complexos estaveis
com ions metalicos, reduzindo sua toxicidade e mobilidade no meio ambiente. Por
exemplo, a surfactina pode formar complexos com Cd e Pb, diminuindo sua
disponibilidade para absorg¢ao por plantas e outros organismos (Shaligram; Singhal,
2010).

Aumento da Biodisponibilidade: Ao reduzir a tens&do superficial, os
biossurfactantes aumentam a biodisponibilidade dos metais pesados toxicos,
facilitando sua extragao e remogao do solo contaminado (Bulcédo; Cardoso; Moreira,
2022).

Degradagdo de Compostos Organicos Associados: Em solos contaminados
com hidrocarbonetos e metais pesados téxicos, os biossurfactantes também ajudam
na degradacdo dos compostos organicos associados, melhorando a eficacia da
biorremediacéo (Barros; Quadros; Pastore, 2008).

Os biossurfactantes representam uma alternativa promissora e sustentavel

para a biorremediacao de solos contaminados com metais pesados téxicos.

Estratégias de Mitigagdo e Remediagéo

Para minimizar os danos causados por metais pesados téxicos, € essencial que
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os produtores agricolas mantenham registros detalhados da aplicagao de fertilizantes,
pesticidas, estercos e biossolidos, além de seguir boas praticas agricolas (Yuan et al.,
2022). Testes microbioldgicos e quimicos podem ajudar a monitorar e remediar solos
contaminados, garantindo a sustentabilidade e produtividade das terras agricolas
(McLaughlin et al., 2000).
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2. CAPITULO II: INFLUENCIA DE BACTERIAS NA BIORREMEDIAGAO DE
SOLO CONTAMINADO COM CADMIO E CULTIVADO COM CRAMBE
ABYSSINICA EM CULTIVO PROTEGIDO

Resumo

A preocupagdo crescente com a contaminagdo por Cd, um metal tdéxico que se
acumula no ambiente e entra na cadeia alimentar, representando riscos a saude e ao
meio ambiente. A pesquisa se concentra em métodos de remediacdo, como a
fitorremediacdo usando Crambe abyssinica e biorremediagcdo com bacterias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV), destacando seus potenciais
contribuicbes para reduzir a biodisponibilidade do Cd. Os experimentos foram
conduzidos em um cultivo protegido com delineamento experimental em blocos
casualizados, no Estado do Paranad, Brasil. Utilizou-se inoculagdo das bactérias A.
brasilense e P. fluorescens em sementes, com doses variadas de Cd. As variaveis
avaliadas incluiram crescimento vegetal (CV), caracteristicas anatémicas das plantas
e a concentragcado de macronutrientes e Cd no tecido vegetal e no solo. Os resultados
mostraram que a inoculagdo com as bactérias promoveu um aumento significativo no
crescimento das plantas, mesmo em condi¢gdes de contaminagéo por Cd. As plantas
inoculadas exibiram maior comprimento de raizes e parte aérea, e também houve
melhorias na estrutura vascular do xilema e floema. A analise dos nutrientes revelou
melhor absorcdo de macronutrientes nas plantas inoculadas, além de uma maior
capacidade de acumulagao de Cd, especialmente na parte aérea das plantas. Os
resultados confirmaram que a fitorremediacdo e biorremediacdo sao estratégias
eficazes para mitigar a contaminagado por Cd em solos agricolas. A inoculagdo com
BPCV nao apenas melhorou a saude e o crescimento das plantas, mas também
aumentou a capacidade das plantas de acumular Cd, potencializando sua utilizagao
em estratégias de biorremediacdo. As técnicas apresentadas oferecem abordagens

sustentaveis para gerenciar riscos ambientais associados aos metais toxicos.

Palavras-chave: bactérias promotoras de crescimento vegetal; fitorremediacao;

metais toxicos; nome das bactérias
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Abstract

The article addresses the growing concern regarding contamination by Cd, a toxic
metal that accumulates in the environment and enters the food chain, posing risks to
health and the environment. The research focuses on remediation methods, such as
phytoremediation using Crambe abyssinica and bioremediation with microorganisms,
highlighting their potential contributions to reducing the bioavailability of Cd. The study
was conducted in a protected cultivation in Parana, Brazil, using a randomized block
experimental design. Seed inoculation was performed with A. brasilense and P.
fluorescens, with various doses of Cd applied to the soil. The variables evaluated
included plant growth, plant anatomical characteristics, and the concentration of
macronutrients and Cd in plant tissue and soil. The results showed that inoculation
with the bacteria significantly increased plant growth, even under conditions of Cd
contamination. The inoculated plants exhibited greater root and shoot length, and there
were also improvements in the vascular structure of the xylem and phloem. The
nutrient analysis revealed better absorption of macronutrients in the inoculated plants,
along with a greater capacity for Cd accumulation, especially in the aerial parts of the
plants. The research confirmed that phytoremediation and bioremediation are effective
strategies to mitigate Cd contamination in agricultural soils. Inoculation with A.
brasilense and P. fluorescens not only improved the health and growth of the plants
but also enhanced the plants' ability to accumulate Cd, enhancing its use in
remediation strategies. The techniques presented offer sustainable approaches to

managing environmental risks associated with toxic metals.

Keywords: Plant growth-promoting bacteria; phytoremediation; toxic metals;

microorganisms.
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2.1. INTRODUGAO

A poluigdo por metais toxicos, especialmente o Cd, emergiu como uma
preocupacdo ambiental e de saude publica mundial, dada a sua persisténcia e
capacidade de bioacumulagdo em solos, aguas e atmosfera, e subsequente entrada
na cadeia alimentar (Lima, 2023). O Cd destaca-se entre os metais toxicos devido a
sua ampla liberacdo industrial e consequente risco a saude através da alimentacao
(Chien et al., 2003). A contaminagdo do solo por Cd, exacerbada pelo uso de
fertilizantes fosfatados e praticas agricolas inapropriadas, ressalta a urgéncia de
intervengdes para mitigar seus efeitos adversos no ambiente e na saude (Rafiq et al.,
2014).

A prevaléncia do Cd em solos agricolas, frequentemente oriunda do uso de
fertilizantes fosfatados, lodo de esgoto e residuos industriais, somada a contribuigao
da agricultura intensiva, ressalta a natureza antropogénica desse problema (Kumar;
Bisht; Dhewa, 2011; Zhong et al., 2020). A situagdo € agravada pela insuficiéncia
regulatéria sobre o uso desses insumos, culminando em altas concentragcbées de Cd
no solo (Yang et al., 2004).

Diante desse cenario, torna-se essencial adotar métodos eficientes de
remediacdo para solos contaminados por Cd. A fitorremediacao e a biorremediacao
destacam-se como solugdes sustentaveis, visando diminuir a biodisponibilidade de Cd
e atenuar seus impactos. A fitorremediagcdo, utilizando plantas como o Crambe
(Crambe abyssinica), apresenta-se como uma opgao viavel, explorando o alto teor de
O0leo das sementes para aplicagdes como o biodiesel (Ciciliano et al., 2023).
Paralelamente, a biorremediacdo com bactérias dos géneros Azospirillum e
Pseudomonas tem demonstrado eficacia na diminuigdo das concentracbes de Cd,
gracas a tolerancia desses microrganismos a metais toxicos (Cruz-Hernandez et al.,
2022; Miller et al., 2009).

Desta maneira, este estudo visa elucidar as alternativas para a remediag¢ao de
Cd, abordando tanto a fitorremediag&o quanto a biorremediagao. Serao abordados os
mecanismos de absorgédo vegetal, bioacumulagao e os efeitos deletérios do Cd em
plantas. Contudo, & crucial reconhecer que tanto a fitorremediacdo quanto a
biorremediagao sao influenciadas por variaveis ambientais como pH do solo e matéria

organica, e que a eficacia desses métodos pode variar conforme as condi¢des locais.
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Assim, uma avaliagao detalhada de cada situacao € indispensavel para a seleg¢ao da
estratégia mais efetiva.

Ao abordar a remediacao de solos afetados por cadmio, este estudo contribui
para a compreensao sobre a relevancia de técnicas de fitorremediacédo e
biorremediagao, enfatizando o papel de plantas como o crambe e bactérias como

Azospirillum e Pseudomonas no processo.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1 Delineamento experimental e obtengao de plantas

O estudo foi realizado entre abril e julho de 2023, em cultivo protegido em uma
propriedade rural no distrito de Espigdo Azul (24°50'26"S 53°27'26"W), na
macrorregiao de Cascavel, Parana. As analises laboratoriais ocorreram no SBS
Laboratorio — Analises Agrondmicas e Veterinarias, na cidade de Cascavel, PR.

A configuragcdo experimental adotada foi o delineamento em blocos
casualizados, organizado em um esquema fatorial com quatro repeticdes. Os
tratamentos consistiram na inoculacdo de duas espécies de bactérias: Azospirillum
brasilense (cepas Ab-V5 e Ab-V6, ambas com concentragdo de 2x10° UFC/mL) e
Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525, com concentragdo de 2x10° UFC/mL),
sendo cada semente inoculada com 108 UFC/mL de células viaveis. A verificagdo da
viabilidade celular foi confirmada por analises de contagem de células viaveis 48 h
antes da inoculagao, aplicadas diretamente no sulco no momento do plantio.

Quanto a contaminagao por Cd, foram estabelecidas quatro doses: controle
(sem adigao do metal), metade da dose maxima permitida para solos agricolas (1,5
mg kg'), conforme a resolugdo CONAMA 420 (CONAMA, 2009), a dose maxima
permitida (3,0 mg kg'') e o dobro da dose méaxima permitida (6,0 mg kg™').

A contaminacao do solo? foi realizada pela adigdo de uma solucéo padrao de
cloreto de cadmio (CdCl2) 24 h antes do plantio e da inoculagdo. O plantio consistiu
em dez sementes por vaso, reduzindo-se para quatro plantas por vaso apos dez dias,
como demonstrado na Figura 1. A unidade experimental compreendeu um vaso com

quatro plantas, totalizando 48 vasos conforme esquematizado na Figura 2.
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Figura 1: Estagios fenoldgicos do crambe em cada etapa do experimento. (A) implementagao; (B) inicio
da germinagdo — 4 dias ap6s semeadura; (C) desenvolvimento e desbaste — 15 dias apds semeadura;
(D) desenvolvimento apés o desbaste — 20 dias; (E) surgimento das primeiras flores; (F)
desenvolvimento de flores de maneira uniforme; (G) planta antes para a coleta. FONTE: O autor, 2023.
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Figura 2: Delineamento experimental em blocos casualizados, organizado em um esquema fatorial
com quatro repetigdes, quatro doses de metal e dois microrganismos. (Sem= 0 mg kg' de Cd; Metade=
1,5 mg kg' de Cd; Dose= 3 mg kg' de Cd; Dobro= 6 mg kg' de Cd). FONTE: O autor, 2023.

Para o cultivo, utilizaram-se sacos plasticos cilindricos para mudas, com 30 cm
de altura e 20 cm de didmetro, com capacidade para 5 L, preenchidos com 5 kg de
latossolo vermelho previamente peneirado (Figura 1.A). Este substrato, inicialmente
com boas caracteristicas agrondmicas para o cultivo de crambe, foi ajustado com
fertilizacdo para condigdes ideais de cultivo. Os detalhes sobre a fertilidade do solo

empregado estdo apresentados na Tabela 1 de fertilidade a seguir.
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Tabela 1: Caracterizagdes quimicas para fins de fertilidade e granulometria do solo
utilizado.

Atributo Solo
pH em CaCl 5,21
Aluminio (Al) (cmolc/dm?) 0,00
Acidez potencial (H+Al) (cmolc/dm?) 4,53
Soma de bases (S) (cmolc/dm?) 10,84
CTC pH 7,0 (cmolc/dm?) 15,37
CTC efetiva (cmolc/dm?) 10,84
Saturacgéo de bases (V) (%) 70,53
Matéria organica (MO) (g /kg) 39,63
Carbono organico (CO) (g kg™") 22,99
Calcio (Ca) (cmolc/dm?) 8,00
Magnésio (Mg) (cmolc/dm?) 2,16
Potassio (K) (cmolc/dm?) 0,68
Fosforo disponivel (P) (mg/dm?3) 9,19
Cobre (Cu) (mg/dm?3) 11,13
Ferro (Fe) (mg/dm?) 26,25
Manganés (Mn) (mg/dm?) 70,69
Zinco (Zn) (mg/dm?) 5,45
Boro (B) (mg/dm?) 0,55
Enxofre (S) (mg/dm?3) 7,70
Areia (%) 16,30
Silte (%) 16,70
Argila (%) 67,00

FONTE: o autor, 2023.

Os tratamentos receberam irrigagdo a cada 48 h para manutengao da umidade

do solo, do plantio até o inicio do florescimento (Figura 1.F).
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2.2.2 Analises morfomeétricas

No 50° dia apds a emergéncia (DAE), as plantas foram removidas dos vasos
para medicdo do comprimento total, altura da parte aérea, comprimento da raiz
(utilizando-se régua graduada) e didmetro do caule (com paquimetro digital).
Posteriormente, as plantas foram seccionadas em raiz e parte aérea, as quais foram
acondicionadas em sacos de papel e pesadas para determinagcdo da massa fresca.
As amostras foram entdo secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C até
atingir massa constante, seguido pela determinagado da massa seca com uma balanga
de precisao.

A analise da anatomia dos feixes vasculares foi realizada por meio de secgdes
na regidao do colo. O processamento das amostras seguiu o protocolo proposto por
Gordon e McCandless (1973), com adaptagdes.

No inicio, os fragmentos foram tratados com uma solugao de paraformaldeido
a 4%, ajustada para pH 7,20, e deixados imersos por 20 h para garantir uma fixagao
completa. Em seguida, as amostras foram processadas através de uma sequéncia de
etapas que envolveram desidratacdo com alcool etilico em diferentes concentragdes:
30%, 50%, 70%, 80% e 90%, cada etapa durando 2 h, seguidas por duas etapas em
alcool etilico a 100% por 2 h cada. Apos a desidratagdo, as amostras foram
submetidas a clarificacdo em xilol | (uma mistura de 50% de alcool etilico a 100% e
50% de xilol) por 1 h e em xilol Il (puro) por mais 1 h.

Em seguida, as amostras foram incluidas em parafina, passando por trés
etapas de imersado em parafina, cada uma com duragao de 6 h. Os blocos de parafina
foram preparados, e apos 24 h, quando estavam completamente solidificados, foram
feitos cortes utilizando um micrétomo manual. Antes da coloracéo, as laminas foram
aquecidas a 50°C em uma estufa por cerca de 1 h.

O processo de coloragdo comegou com a remocgao da parafina das laminas em
xilol puro I e Il por 10 min. cada, seguida por uma série de etapas de hidratacédo em
concentracdes decrescentes de alcool etilico e, finalmente, imersdo em agua. Para a
coloragao, foi utilizado azul de toluidina a 0,05% em pH 4,00, aplicado as laminas por
5 min. a 55°C. Apds a coloragédo, as laminas foram lavadas em agua corrente,
desidratadas em alcool e fixadas em xilol. Por fim, as Idaminas foram montadas com

entelan e laminula.
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As amostras foram observadas sob microscépio Optico, permitindo a
identificacdo das paredes do xilema, que se tingiram em verde ou azul esverdeado,
enquanto as paredes do floema apresentaram coloracdo roxa avermelha. Esta

diferenciagéo pode ser observada nas Figuras 3 e 4.

Figura 3: Diferenciagdo entre coloragdo dos vasos de xilema em azul e
floema em roxo. FONTE: O autor, 2023.



70

Epiderme
Cortex
Floema

Xilema

Medula

Figura 4: Corte histolégico e diferenciacdo morfolégica do colo de crambe na
implementagéo da floragao coradas com azul de toluidina. FONTE: O autor, 2023.

2.2.3 Avaliagao de teores totais de macronutrientes, micronutrientes e cadmio

em solos e tecido vegetal

Para avaliar os teores totais de macronutrientes, micronutrientes e Cd em
tecido vegetal (parte aérea e raiz), realizou-se a extragdo por meio de digestédo
nitroperclérica, conforme o método Association Of Official Analytical Collaboration
(AOAC, 2023). As determinacdes de Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn e Cd foram realizadas
por espectrometria de absorgdo atdbmica com atomizagao por chama (modelo GBC,
SavantAA), enquanto K foi medido por fotometria de chama (Benfer, BFC 150). A
quantificacdo de P ocorreu por espectroscopia UV/Vis. O teor de (N foi quantificado

pelo método de Kjeldahl, conforme modificado por Vogel (Vogel, 1981).

2.2.4 Avaliagao de teores disponiveis de macronutrientes em solo

Para determinar os teores de macronutrientes, micronutrientes e Cd
disponiveis no solo, e pH adotou-se a metodologia descrita pela Embrapa (Silva,

2009). Empregou-se o extrator de KCI para Ca e Mg, e o extrator Mehlich 1 para P, K.
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As determinagdes de Ca e Mg foram realizadas por espectrometria de absorgao
atbmica com atomizagcdo por chama (modelo GBC, SavantAA), enquanto o K foi
quantificado por fotometria de chama (Benfer, BFC 150). A quantificagdo do P ocorreu

por espectroscopia UV/Vis.

2.2.5 Limites de Quantificagao

O limite de quantificagdo (LQ) é definido como a menor concentracdo do
analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisao aceitavel. O
LQ é considerado como dez vezes o desvio-padrdo de uma série de medidas de
branco.

O limite de quantificagdo do meétodo utilizando a espectrofotometria de

absorcao atdbmica por chama de ar-acetileno descritos na Tabela 2 a seguir.

Tabela 2: Limite de quantificacdo para elementos em espectrofotometria de
absorcao atdmica por chama de ar-acetileno.

Elemento Limite de quantificagdo (mg kg™)
Calcio 0,009
Magnésio 0,005
Ferro 0,01
Cobre 0,01
Zinco 0,01
Manganés 0,01
Cadmio 0,005

Fonte: O autor, 2024.

2.2.6 indices de acumulagao e translocagao

O indice de acumulacido e de translocacdo foram calculados conforme as

equacodes 01 e 02 proposta por Zhang et al. (Zhang et al., 2007):
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tal lad lant
metal acumulado na planta Eq. 1

indice de acumulacio =
metal acumulado no substrato

Da mesma forma, o indice de translocagéao foi determinado pela equagéo 2:

concentracao de metal na parte aérea

indice de translocagao = ~ - Eq. 2
concentracao de metal naraiz

Para a analise estatistica dos dados, foi aplicada a Analise de Variancia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,

utilizando-se o software estatistico Sisvar 5.6 (Ferreira, 2019).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Analises morfométricas

A inoculagdo resultou em um aumento significativo no comprimento total das
plantas de crambe, conforme mostrado na Figura 5.A, independentemente da
concentracao do metal. Plantas ndo expostas ao metal também exibiram crescimento
em comprimento total quando inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens. Esse
efeito no comprimento total das plantas é atribuido ao crescimento acentuado da parte
aérea, conforme observado na Figura 5.B. Nos tratamentos sem adicdo de metal,
houve um incremento de 32,70% com A. brasilense e 33,17% com P. fluorescens.
Para a concentragdo mais alta de metal testada, o aumento foi ainda mais expressivo,
alcancando 44,65% com A. brasilense e 58,13% com P. fluorescens.O comprimento
das raizes também aumentou significativamente nos tratamentos sem adigdo de
metal, registrando-se um crescimento de 64,27% com A. brasilense e 79,21% com P.
fluorescens. Com a maior concentragdo de metal, esse aumento foi excepcionalmente
maior, atingindo 166,66% com A. brasilense e 286,69% com P. fluorescens estes

valores podem ser encontrados na Figura 5.C.
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Figura 5: (A) Comprimento total, (B) comprimento de parte aérea e (C) comprimento de raiz das plantas
de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes doses de Cd.
FONTE: O autor, 2024.

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

A utilizagao de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV), como A.
brasilense e Pseudomonas sp., tem se mostrado eficaz no aumento de raizes e no
comprimento das plantas, especialmente sob estresse ambiental. Esses
microrganismos auxiliam na absor¢do de nutrientes e na otimizagdo da fisiologia
vegetal, caracteristicas essenciais para culturas em solos com presenga de Cd.

A inoculagdo com A. brasilense, em particular, € vantajosa por facilitar o
crescimento das plantas por meio de varios mecanismos, incluindo a sintese de
fitohormdénios e a melhoria da absor¢ao de N. Essas interagdes resultam na redugao
do estresse e no controle bioldégico de patdgenos, impulsionando a produtividade das
plantas (Bashan; De-Bashan, 2010; Domenico, 2019; Kargapolova et al., 2020).

Ferreira et al. (2020) destacam que P. fluorescens contribui para retardar a
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senescéncia das plantas, principalmente através da enzima ACC deaminase, um
importante promotor do crescimento vegetal segundo Glick (2014).

Além disso, bacterias como Azospirillum e Pseudomonas podem estimular o
crescimento vegetal e reduzir o estresse por meio da produ¢ado de horménios como
auxina, giberelina e citocinina (Khoshru et al., 2020; Lopes; Dias-Filho; Gurgel, 2021).

Estudos conduzidos por Almeida (2020) e Silva (2022) em sementes de milho
inoculadas com cepas de Azospirillum sp., Pseudomonas sp. e Bacillus aryabhattai
sp. revelaram melhorias significativas no crescimento foliar e no peso da matéria verde
da parte aérea. Ambos os estudos indicaram um incremento de mais de 10% em
comparagao aos grupos controle, evidenciando n&o apenas o aumento na altura das
plantas e na area foliar, mas também na producdo, destacando a eficacia destes
microrganismos na promog¢éao do crescimento vegetal.

Os resultados obtidos ao utilizar a inoculagdo com P. fluorescens com A.
brasilense sao consistentes com as descobertas de Guimaraes et al. (2021). Este
estudo especifico examinou a co-inoculagcdo de sementes de soja com P.
fluorescens, cepa ATCC 13525, e Bradyrhizobium japonicum em conjunto com
fertilizante fosfatado. Foi observado que P. fluorescens se mostrou eficiente do ponto
de vista agronO6mico, promovendo melhorias significativas no crescimento e
desenvolvimento da cultura de soja. Esse achado reforga a eficacia de usar tais
BPCV para aprimorar a produtividade agricola.

A. brasilense desempenha um papel fundamental na fixagao biolégica de
nitrogénio (FBN), atendendo parcialmente as necessidades de N das plantas, além de
sintetizar fitohorménios como auxinas, giberelinas e citocininas, que s&o cruciais para
o estimulo do crescimento radicular (Hungria, 2011). Hungria (2011) notou um
aumento significativo no desenvolvimento das raizes e na altura das plantas de milho
apos a inoculagédo com Azospirillum. Similarmente, Cotrim et al. (2016) observaram
que plantulas de trigo tratadas com acido humico e A. brasilense exibiram melhorias
no crescimento radicular, da parte aérea e na matéria seca da parte aérea.

Vasconcelos (2022) constatou que o comprimento das raizes em plantas de
arroz inoculadas com insumos bioldgicos, especificamente Azospirillum e
Pseudomonas, foi 35,71% maior em comparagao com tratamentos sem inoculacgao.
Este dado ressalta a eficacia do uso de inoculantes na promog¢ao do crescimento
vegetal.

Por outro lado, Gautam et al. (2016) destacaram que a exposi¢cao a metais
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téxicos como o Cd pode adversamente afetar o crescimento radicular. Essa redugao
no crescimento é atribuida a inibicdo da divisdo celular e da taxa de alongamento
celular, frequentemente causada pela obstrugio irreversivel da bomba de prétons, um
componente vital para o metabolismo celular.

Além disso, todas as plantas inoculadas mostraram um aumento significativo
tanto na massa fresca quanto na massa seca, resultando em um volume aumentado
de massa total, conforme ilustrado nos Figura 6 para massa fresca e para massa seca.

O semelhante ocorreu com os valores de incrementos obtidos para a massa
seca, seguindo padrbes similares a massa fresca, estes valores encontram-se na
Figura 6.

Estudos conduzidos por Babu et al. (2015) mostraram que Miscanthus sinensis,
em associacdo com P. koreensis em solos contaminados por metais tdxicos de
atividades de mineragao, exibiu alta tolerancia a metais pesados e aumentou
significativamente a solubilizagdo de Cd. Essa associagdo também resultou em um
aumento de 54% na biomassa de M. sinensis, além de melhorias na absor¢ao de
nutrientes e na producdo de biomassa aérea, beneficiando a microbiota do solo
(Hungria, 2011).

No que diz respeito a outros estudos, Chiarini et al. (1998) observaram
aumentos significativos na massa da matéria fresca tanto da parte aérea quanto da
raiz em plantas de sorgo tratadas com P. fluorescens. De maneira similar, Gasoni et
al. (2001) reportaram beneficios apenas na massa da matéria fresca da parte aérea
em culturas de alface inoculadas com P. fluorescens. Bulegon et al. (2016) também
encontraram resultados promissores na cultura da soja com a inoculagédo de A.

brasilense.
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Figura 6: Relagédo de (A) massa fresca total, (B) massa fresca de arte aérea, (C) massa fresca de raiz,
(D) massa seca total, (E) massa seca de parte aérea, (F) massa seca de raiz, das plantas de crambe
inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes doses de Cd. FONTE: O autor,
2024.

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

Os efeitos nocivos do Cd nas plantas sdo bem documentados, incluindo
sintomas visiveis como inibigdo do crescimento, clorose, necrose e murcha, além da
reducdo na taxa de fotossintese e na respiracao celular (Navarro-Leon et al., 2019).
Além desses efeitos visiveis, o Cd também causa impactos menos aparentes, como
a diminuicdo da biomassa, alteragbes na composicdao mineral e danos a nivel
subcelular (Sanita di Toppi; Gabbrielli, 1999). Em situagdes extremas, a presenca de
Cd pode reduzir drasticamente a producdo de biomassa e até levar a morte das
plantas (Dias et al., 2012).
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Vasconcelos (2022) notou um incremento na massa fresca da parte aérea de
plantas de arroz em tratamentos inoculados com insumos bioldgicos
comparativamente aos tratamentos sem inoculagdo. Além disso, Domingues et al.
(2019) verificaram que a inoculacdo com A. brasilense promoveu melhorias
significativas no crescimento radicular das plantas de soja, incluindo aumento no
comprimento radicular e na massa seca da radicula.

Avaliar a biomassa é essencial para compreender as estratégias de
fitoremediagdo e o desenvolvimento vegetal em ambientes contaminados. Greger
(2003) destaca a diferenca entre plantas hiperacumuladoras, que apesar de sua baixa
producdo de biomassa tém alta capacidade de acumulagdo de metais, e as plantas
acumuladoras, que produzem mais biomassa mas acumulam menos metal. Esta
diferenciacdo € crucial para otimizar a remocdo de metais por area, ndo apenas
focando na acumulagcao, mas também na quantidade de biomassa produzida.

A. brasilense € notério por sua capacidade de melhorar a absor¢cdo de
nutrientes, o que leva a um aumento na producédo de biomassa aérea, beneficiando a
microbiota do solo, mantendo a umidade e reduzindo a lixiviagdo de nutrientes
(Hungria, 2011). Esta eficacia também foi observada em estudos de Novinscak, Joly
e Filion (2019), onde a inoculagao de P. fluorescens via semente mostrou aumentar a
biomassa vegetal e o rendimento de 6leo em culturas como soja e canola.

Vasconcelos (2022) notou que a matéria seca da parte aérea das plantas de
arroz inoculadas com P. fluorescens e A. brasilense teve um aumento significativo de
70,27%. Em contrapartida, Marques et al. (2020) relataram que a produc¢ao de matéria
seca da parte aérea de espécies arboreas foi negativamente impactada pela
contaminagao do solo com Cd, comprometendo o crescimento de algumas espécies.

Da mesma forma, Koscak et al. (2023) demonstraram que a inoculagéo de A.
brasilense em alface cultivada hidroponicamente aumentou significativamente a
massa fresca e seca, o numero de folhas e a produgao de clorofila. Esse resultado
sugere que essas bactérias podem ser eficazes em varias plantas e condigdes de
cultivo.

Rafique et al. (2016) também corroboraram esses achados, ao demonstrar que
a inoculagcdo com A. brasilense em trigo levou a um aumento significativo do peso
fresco e seco das plantas, além de promover maior comprimento de raiz e folha. Esse
efeito benéfico é atribuido a capacidade das bactérias de produzir fitohormdnios e

melhorar a eficiéncia nutricional das plantas.
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O didmetro do caule das plantas inoculadas seguiu um padrao similar, sendo
significativamente maior do que nas plantas ndo inoculadas. Nos tratamentos sem
adicdo de metal, observou-se um aumento de 61,03% com A. brasilense e 76,33%
com Pseudomonas spp. Na maior concentracdo de metal testada, o incremento foi
ainda mais acentuado, sendo de 96,75% com A. brasilense e 92,82% com P.

fluorescens como observado na Figura 7.
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Figura 7: Relacao do didmetro do caule das plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P.
fluorescens em resposta a diferentes doses de Cd. FONTE: O autor, 2024

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

A pesquisa na area de inoculagdo com BPCV, como A. brasilense e P.
fluorescens, tem destacado sua eficacia em promover alteragdes significativas na
fisiologia das plantas. Um dos efeitos observados é o aumento no diametro do caule,
um indicador de um desenvolvimento vegetativo mais robusto e de uma possivel maior
resisténcia a estresses ambientais, como a presenca de metais téxicos, incluindo o
Cd.

Estudos recentes confirmam que essas bactérias ndo apenas aumentam o
didmetro do caule, mas também contribuem para a melhoria da qualidade e do

rendimento dos frutos. Por exemplo, um estudo conduzido com tomateiros inoculados
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com P. fluorescens e A. brasilense demonstrou que estas bactérias melhoraram
substancialmente tanto o didmetro do caule quanto o desempenho geral da planta,
provavelmente devido a melhoria na nutricdo e a modulagdo hormonal promovida
pelas bactérias (Pérez-Rodriguez et al., 2020).

Embora esses estudos ndo tenham focado especificamente em plantas da familia
Brassicaceae ou na presencga de Cd, eles demonstram o potencial das inoculacdes
bacterianas em fortalecer as plantas. Esse fortalecimento pode ser particularmente
vantajoso em ambientes contaminados com metais pesados. A capacidade dessas
bactérias de modificar a fisiologia das plantas pode conferir uma protegdo melhorada
contra os efeitos toxicos de metais como o Cd, aumentando assim a tolerancia das

plantas a esses estresses.

2.3.2. Analises anatomicas

Quanto as analises anatdmicas, observou-se alteragdes na anatomia do colo
das plantas, tanto em resposta a presenca de Cd quanto a inoculacdo com as
bactérias. De maneira geral, a inoculagdo resultou em um aumento no numero de
camadas celulares no xilema observadas na Figura 8.B e no floema observadas na
Figura 8.A, enquanto a adigao de Cd tendeu a reduzir essas camadas. A diferenciagao
e 0 desenvolvimento dos vasos condutores, xilematicos ou floematicos, sao processos
complexos, influenciados por horménios vegetais. As giberelinas atuam nas fases
iniciais, enquanto auxinas e citocininas regulam as etapas subsequentes do
desenvolvimento, culminando com a participagcado do etileno na formacao final dos
vasos condutores (Sorce et al., 2013).

Em média, plantas inoculadas com A. brasilense apresentaram um aumento de
229,34% no floema e de 231,54% no xilema. A inoculagdo com P. fluorescens resultou
em um aumento de 156,94 % no floema e 130,07% no xilema. No caso das células da
medula observadas ( Figura 8.C), apenas P. fluorescens induziu um incremento de
18,83%, enquanto para o cortex observado na Figura 8.D, A. brasilense ocasionou um
aumento de 24,79% observadas na Figura 9.

A inoculacado de BPCV pode efetivamente aumentar o tamanho e niumero de
células nos feixes vasculares de xilema e floema. Essa capacidade € atribuida a varias
estratégias empregadas pelos microrganismos, incluindo a produgéo de fitohorménios

como auxinas, giberelinas e citocininas, que regulam o crescimento das plantas e
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influenciam a diferenciacao do tecido vascular a melhoria da nutricido de plantas.

Tais processos melhoram a nutrigdo geral da planta, o que é fundamental para
o desenvolvimento robusto do sistema vascular. E as modificagdes do sistema
radicular onde alguns microrganismos influenciam a arquitetura do sistema radicular,
promovendo o desenvolvimento de raizes laterais e pelos radiculares. Essas
mudangas podem aumentar a absor¢ao de agua e nutrientes, suportando um sistema
vascular mais desenvolvido e funcional (Bush; Sethi; Sablowski, 2022; Yang; Wang,
2016)
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Figura 8: Relagédo das andlises histomorfolégica para (A) floema, (B) xilema, (C) medula e (D) cértex
de colo de plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes
doses de Cd. FONTE: O autor, 2024.

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.
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Figura 9: Corte histolégico de colo de plantas de crambe, (a) plantas sem inoculagdo e com o dobro
da dose maxima de Cd (9 mg kg-1), (b) plantas inoculadas com P. fluorescens e em contato com o
dobro da dose maxima de Cd (9 mg kg-1); ambas observadas com um aumento de 40x. FONTE: O
autor, 2024

A formacao do xilema, um componente crucial do sistema vascular das plantas,
€ regulada por uma complexa interagdo hormonal que envolve a diminuigdo de
citocininas e auxinas e o aumento de etileno, promovendo a morte celular programada
necessaria para a formacdo dos vasos xilematicos especializados no transporte
passivo de agua e nutrientes (Sorce et al., 2013). A presenca de A. brasilense tem se
mostrado benéfica para o xilema, especialmente em condi¢cdes de estresse hidrico ou
ataques de patdgenos, pois aumenta a condutividade hidraulica das plantas, essencial
para manter o equilibrio hidrico (Pereyra et al., 2012; Romero; Vega; Correa, 2014).
Estudos como os de Battistus (2019) e outros (Boghdady; Ali, 2013; El-Afry et al.,
2012) também indicam melhorias na estrutura vascular do xilema em plantas de milho
e trigo inoculadas com A. brasilense.

Similarmente, estudos sobre o floema, outra parte vital do sistema vascular,
revelam que a inoculagdo com A. brasilense pode aprimorar significativamente a
estrutura vascular, aumentando o didmetro dos feixes vasculares de floema, o que
sugere uma melhoria na capacidade de transporte de nutrientes dentro da planta,
além de uma melhor resposta em condicdes de estresse, como a presenca de Cd
(Battistus, 2019; Boghdady; Ali, 2013; El-Afry et al., 2012).

Quanto a medula, embora ndo existam estudos especificos que detalhem os
efeitos das inoculagdes em plantas da familia Brassicaceae com Cd, como foi

discutido, € reconhecido que tratamentos com A. brasilense e P. fluorescens
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melhoram o crescimento geral das plantas, influenciando a absorgao de nutrientes e
a regulagcédo hormonal, o que pode levar a modificagbes benéficas na estrutura interna
da planta, como a medula, crucial para o armazenamento de nutrientes e a condugao
de agua e solutos.

Finalmente, o cértex das plantas também se beneficia da inoculagdo com essas
bactérias. A capacidade dessas bactérias de alterar a absorcdo de nutrientes e a
regulagdo hormonal pode resultar em mudangas significativas na estrutura do coértex,
que é essencial para o armazenamento de substancias e a condugdo de agua e
solutos dentro do caule. Embora os estudos especificos sejam limitados, € plausivel
que a melhoria na eficiéncia nutricional e hidrica promovida pelas bactérias ajude as
plantas a lidarem melhor com o estresse causado por metais pesados, como o Cd,
fortalecendo a capacidade das plantas de manter uma anatomia saudavel, incluindo

o cortex.

2.3.3. Teores totais de nutrientes em tecido vegetal - parte aérea

Nas partes aéreas, observou-se que plantas inoculadas e expostas ao Cd
apresentaram menores quantidades de Ca em comparagao com as nao inoculadas,
destacando-se que, em contato com 1,5 mg kg de Cd, as plantas sem inoculagao
acumularam 79,10% mais Ca do que as inoculadas. Para concentragbes de 3,0 mg
kg' de Cd, a diferenga aumentou para 84,34%, e para 6,0 mg kg' de Cd, foi de
50,84% tais valores s&o encontrados na Tabela 3 a seguir.

O Mg exibiu um padrdo similar, com uma redugdo na sua concentragdo a
medida que aumentava a concentracdo de Cd, porém, assim como para o Ca, a
inoculacdo reduziu a acumulagao deste elemento, com aumentos observados de
120,35%, 42,32% e 78,57 % respectivamente para as concentragdes de 1,5 mg kg™,
3,0 mg kg e 6,0 mg kg™! de Cd, respectivamente. O N seguiu os mesmos padrbes

observados para o Ca e o Mg como observado na Tabela 3.
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Tabela 3: Niveis nutricionais de macro e micronutrientes em parte aérea de plantas
de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes
doses de Cd.

Teores totais de nutrientes em parte aérea
Zero (0,0 mg | Metade (1,5 | Dose (3,0 mg| Dobro (6,0
kg Cd) mg kg Cd) kg Cd) mg kg Cd)

P. fluorescens 1545 (@) | 13,77 (b) | 1276 (c) | 10,60 (d)

Ca (g kg™) A. brasilense 11,61 (@) | 11,58 (a) 7,92 (c) 9,42 (b)
Controle 12,66  (c) | 20,74 (a) 146 (b)) | 1421 (b)

P. fluorescens 2,29 (a) 1,89 (b) 1,74 (b) 1,76 (b)

Mg (g kg™) A. brasilense 1,76 (a) 1,91 (a) 1,13 (b) 1,40 (b)
Controle 239 (b)| 2,69 (a) 249 (ab)| 2,50 (ab)

P. fluorescens 52,71 (a) | 51,34 (b) | 42,38 (d) | 45,08 (c)

N (g kg™) A. brasilense 4868 (b) | 5558 (a) | 4543 (d) | 47,32 (c)
Controle 50,78 (a) | 51,10 (@) | 4956 (b) | 50,89 (a)

)

P. fluorescens | 999,60 (c) |1795,39 (a) |1748,87 (a) |1153,38 (b)

Fe (mg kg™) A. brasilense 1223,00 (b) | 467,54 (c) | 441,44 (c) | 7829,91
Controle 573,50 (d) |3330,44 (a) |1676,75 (c) | 2406,93
P. fluorescens 14,25 (d 18,61 (b) | 28,81 (a) | 17,55

) (

) (

) (
Cu (mg kg™) A. brasilense 14,05 (d) | 23,70 (c) | 2520 (b) | 4149 (a)

) (

) (

)

Controle 21,50 (c 19,00 (d) | 36,44 (a) | 32,76
P. fluorescens 0,41 (c 0,58 (a) 0,48 (b) 0,51
Zn (mg kg™) A. brasilense 0,43 (b 0,44 (b) 0,28 (c) 0,62 (a)
Controle 048 (c)| 051 (bc)| 056 (@) | 055 (ab)
P. fluorescens 7822 (a)| 72,66 (b) | 78,73 (a) | 6508 (c)
Mn (mg kg™) A. brasilense 67,43 (d) | 6843 (c) | 7422 (b)| 78,77 (a)

Controle 81,02 (b) | 73,01 (c) | 6811 (d) | 8526 (a)
Notas: Limites de quantificagédo (LQ): Ca = 0,009; Mg = 0,005; Fe = 0,01; Cu = 0,01; Zn = 0,01, Mg =
0,01. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha. FONTE: O autor, 2024.

Quanto ao P e K, ambos apresentaram um aumento significativo com a
inoculagdao. De forma geral, A. brasilense promoveu um aumento de 53,25% na
concentracao de P na parte aérea, e um aumento de 34,68% na concentracao de K,
enquanto a inoculagdo com Pseudomonas resultou em um aumento de 235,87% para
o P e 94,12% para o K.

No tecido radicular, os macronutrientes Ca, Mg, P e K seguiram o0 mesmo
padrao observado para o tecido da parte aérea, com teores de Ca e Mg inferiores em
plantas inoculadas com ambas as bactérias. Para o P e K, os teores foram superiores
em plantas inoculadas, especialmente com Pseudomonas como observado na Tabela
3.

Ainda na Tabela 3 observamos os valores encontrados para os micronutrientes
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em parte aérea, observou-se uma concentracdo maior nos tratamentos sem
inoculagao, independentemente do microrganismo empregado. A média harménica
entre todas as concentragdes de Cd ilustrou bem cada tratamento. Assim, na parte
aérea de plantas sem inoculagao, os teores de Cu, Zn e Mn foram respectivamente
5,01%, 18,18% e 6,42% superiores em comparagcdo com as plantas inoculadas. Por
outro lado, o Fe mostrou um aumento de 24,71% em plantas inoculadas com A.
brasilense em comparagao as nao inoculadas.

A inoculagédo de plantas com bactérias promotoras de crescimento, como A.
brasilense, oferece melhorias notaveis na absorcao de nutrientes essenciais, incluindo
N, P, K, Ca, Mg, S, B, Fe, Mn e Zn. Estas bactérias ndo apenas aumentam a
disponibilidade destes nutrientes, mas também potencializam processos fisiologicos
cruciais, como a fotossintese e a eficiéncia no uso da agua. Um estudo sobre alface
hidropdnica inoculada com A. brasilense, por exemplo, mostrou um incremento no
acumulo desses nutrientes na parte aérea, resultando em um aumento significativo da
biomassa e da produgéao de clorofila (Zhang et al., 2014). Esse efeito é particularmente
vantajoso em sistemas de cultivo como a hidroponia, onde a eficiéncia na absorgéo
de nutrientes é fundamental (Hungria, 2011).

P. fluorescens, por sua vez, é reconhecida por seus multiplos beneficios na
agricultura, incluindo o controle de fitopatdégenos, a solubilizacdo de fosfatos e a
producao de metabdlitos com propriedades antipatogénicas (Kazi et al., 2016; Oliveira
et al., 2015). Esta bactéria desempenha fungdes vitais como a produgdo de
fitohormdnios e a regulacdo dos niveis de etileno, o que facilita uma melhor absorgao
de nutrientes (Hungria; Nogueira, 2021).

Além disso, estudos tém demonstrado que a inoculagdo com A. brasilense pode
aumentar significativamente os teores de nutrientes em diversas culturas. Por
exemplo, a pesquisa com capim-braquiaria (Urochloa brizantha) mostrou um aumento
de 13% no teor de N e 10,4% em K apods a inoculagdo com A. brasilense (Hungria;
Nogueira, 2021). Resultados similares foram observados em capim tamani, com
aumentos notaveis em nutrientes como N, P, K e Ca (Andrade et al., 2022).

A eficacia das Pseudomonas na solubilizacdo de fosfato foi evidenciada em
plantas de feijao, onde a inoculacdo com Pseudomonas sp. resultou em um aumento
no teor de P, melhorando a absor¢do desse nutriente (Silva; Vitti; Trevizam, 2007).
Além disso, a inoculacdo com P. fluorescens em milho elevou a disponibilidade de N,

otimizando a eficiéncia da fixagdo desse elemento no solo (De Siqueira et al., 2018).
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A inoculagdo com P. aeruginosa em tomateiros também promoveu um aumento
significativo nos teores de K, favorecendo o desenvolvimento e a produtividade das
plantas (Santos et al., 2015).

Por fim, é importante considerar que a presenga de metais pesados como o Cd
pode adversamente afetar a absorcéo, transporte e utilizagcdo de macronutrientes e
agua, complicando o manejo nutricional das plantas (Das; Samantaray; Rout, 1997;
Jiang et al., 2005). Assim, a inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento
vegetal surge como uma estratégia potencialmente valiosa para mitigar esses efeitos
negativos e melhorar a saude e a produtividade das plantas em ambientes

contaminados.

2.3.4. Teores totais de nutrientes em tecido vegetal - radicular

No tecido radicular, os resultados divergiram dos observados na parte aérea.
Sem a presenca de Cd, plantas nio inoculadas acumularam Fe 7,75 vezes mais do
que as inoculadas. Com 1,5 mg kg' de Cd, Pseudomonas aumentou 2,49 vezes a
acumulagdo de Fe, e em concentragbes de 3,0 mg kg' e 6,0 mg kg’ de Cd, A.
brasilense foi responsavel pelos maiores incrementos, com 1,43 vezes e 2,52 vezes,
respectivamente, em comparagdo com plantas nao inoculadas (Tabela 4 ).

Para o Cu, observou-se um aumento significativo em plantas n&o expostas ao
Cd e inoculadas com A. brasilense, apresentando um teor 11,28 vezes maior em
comparagdo as plantas nio inoculadas. Com 1,5 mg kg' de Cd, a inoculagdo com
Pseudomonas resultou em um aumento de 2,65 vezes e com A. brasilense em 2,09
vezes no teor de Cu. Para plantas expostas a 6,0 mg kg™' de Cd, aquelas inoculadas
com A. brasilense tiveram um aumento de 6,71 vezes, enquanto as inoculadas com

Pseudomonas tiveram um aumento de 1,65 vezes no teor de Cu (Tabela 4).
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Tabela 4: Niveis nutricionais de macro e micronutrientes em tecido radicular de
plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a
diferentes doses de Cd.

Teores totais de nutrientes em raizes
Zero (0,0 | Metade (1,5 | Dose (3,0 Dobro (6,0
mg kg' Cd) | mg kg Cd) | mg kg' Cd) | mg kg' Cd)

P. fluorescens |111,90 (b) | 62,13 (d) | 127,18 (a) | 80,77 (c)
Ca (g kg™) A. brasilense 82,04 (c) | 104,33 (b) | 97,75 (b) [ 116,47 (a)

Controle 110,20 (b) | 101,16 (bc)| 89,97 (d) | 147,92 (a)
P. fluorescens | 14,96 (a)| 7,02 (b) | 1583 (a) | 13,76 (a)
Mg (g kg™) A. brasilense 12,71 (b) | 7,31  (¢) | 1570 (a) | 6,50 (c)

Controle 2400 (a)| 9,66 c)| 13,76 (b) | 12,33 (bc)
P. fluorescens |192,50 (bc)| 273,98 (b) | 438,15 (a) |165,73 (c)
Fe (mg kg™) A. brasilense | 388,30 (b) | 146,16 ) | 535,58 (a) |242,67 (b)

Controle 915,10 (a) | 109,67 ) 1374,16  (b) | 96,17 (c)
P. fluorescens | 1551 (c) | 46,69 (b) | 14,47 (c) | 91,76 (a)
)
)

(
(
(
(
(
Cu (mg kg™) A. brasilense | 175,00 (b) | 36,93 ( 15,56 (d) | 373,14 (a)
Controle 33,86 (b) | 17,60 (c) | 33,16 (b) | 55,60 (a)

(

(

(

(

(

P. fluorescens | 39,65 (c) | 32,85 (c) | 59,44 (a) | 48,25 (b)
Zn (mg kg™') A. brasilense 4590 (b) | 35,87 (c) | 48,48 (b) | 65,04 (a)

Controle 62,33 (a) | 3299 (c) | 4790 (b) | 5791 (a)
P. fluorescens |128,20 (a) | 52,91 ) | 107,86 (b) | 56,27 (c)
Mn (mg kg') | A. brasilense 63,20 (c) | 58,15 (c) | 132,06 (a) | 77,54 (b)

Controle 129,20 (@) | 58,59 (c) | 84,89 (b) | 59,38 (c)
Notas: Limites de quantificacdo (LQ): Ca = 0,009; Mg = 0,005; Fe = 0,01; Cu = 0,01; Zn = 0,01, Mg =
0,01. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha. FONTE: O autor, 2024

Quanto ao Zn no tecido radicular, as alteragbes foram significantes apenas para
plantas expostas a 3,0 mg kg™' de Cd, onde a inoculagdo com P. fluorescens resultou
em um aumento de 24,90% no teor de Zn. Para plantas ndo expostas ao Cd ou
expostas a 1,5 mg kg™', os teores de Mn n&o mostraram diferengas significativas entre
plantas inoculadas e nao inoculadas. No entanto, para exposi¢des a 3,0 mg kg™ e 6,0
mg kg-' de Cd, a inoculagdo com A. brasilense foi eficaz em aumentar o teor de Mn,
com incrementos de 55,56% e 30,58%, respectivamente, tais valores podem ser
observados na Tabela 4.

A pesquisa conduzida por Guimardes et al. (2021) destaca a relevancia
crescente de estudos focados em microrganismos solubilizadores de fosfato como
uma estratégia promissora para a promog¢ao do crescimento e produgao vegetal. O
fosfato € um nutriente essencial, mas sua dindmica no solo pode ser complexa devido
a sua tendéncia a se fixar em formas pouco disponiveis para as plantas. A capacidade

desses microrganismos de solubilizar o fosfato torna-o mais acessivel as plantas, o
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que pode significativamente melhorar o rendimento e a qualidade das culturas.

O uso desses microrganismos multifuncionais, que ndo apenas solubilizam
fosfato, mas também podem promover o crescimento vegetal através de varias outras
fungdes, como a producgédo de fitohormbnios e a melhoria da absor¢cédo de outros
nutrientes, € fundamental para o desenvolvimento de uma agricultura mais
sustentavel. Eles oferecem uma solugdo ecoldgica para superar as limitagdes
nutricionais do solo e maximizar a eficiéncia agricola, reduzindo a dependéncia de
fertilizantes quimicos, que podem ter efeitos adversos tanto no meio ambiente quanto

na saude humana.

2.3.5. Teores totais de cadmio

A concentragao de Cd na parte aérea também foi influenciada pela inoculacao.
No tratamento com 1,5 mg kg-! de Cd, plantas n&o inoculadas apresentaram 0,10 mg
kg' de Cd na parte aérea, enquanto plantas inoculadas com A. brasilense mostraram
um aumento de 50%, com teores de 0,15 mg kg'. Plantas inoculadas com P.
fluorescens apresentaram 0,21 mg kg™', um incremento de 110%. Com a adigdo de
3,0 mg kg™' de Cd, plantas n&o inoculadas tiveram 0,14 mg kg™! de Cd na parte aérea,
enquanto as inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens apresentaram aumentos
de 278,57% e 307,14%, com teores de 0,53 mg kg-' e 0,57 mg kg™', respectivamente.
Para o tratamento com 6,0 mg kg™' de Cd, plantas n3o inoculadas apresentaram 0,59
mg kg' de Cd na parte aérea, enquanto as inoculadas com A. brasilense e P.
fluorescens mostraram aumentos de 91,52% e 106,77%, com teores de 1,13 mg kg’
e 1,22 mg kg™', respectivamente, tais valores encontram-se descritos na Tabela 5 a

sequir.
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Tabela 5: Teores de Cd encontrado em solo, raizes e parte aérea de plantas de
crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes doses
de Cd.

Teores totais de Cadmio (mg kg™)

Zero (0,0 | Metade (1,5 | Dose (3,0 Dobro (6,0

mg kg' Cd) | mg kg’ Cd) | mg kg Cd) | mg kg' Cd)

P. fluorescens |<LQ (d) (0,99 (c) |2,04 (b) 3,13 (a)

Solo A. brasilense |<LQ (d) |1,06 (c) (2,11 (b) 3,22 (a)
Controle <LQ (d) [1,26 (c) |256 (b) 5,10 (a)

P. fluorescens |<LQ (d) [0,20 (c) |0,30 (b) 1,25 (a)

Raizes A. brasilense |<LQ (c¢) |0,22 (b) |0,27 (b) 1,27 (a)
Controle <LQ (c¢) |0,0 (b) |0,30 (a) 0,30 (a)

P. fluorescens |<LQ (d) (0,21 (c) |0,57 (b) 1,22 (a)

Parte aerea A. brasilense |<LQ (d) [0,15 (¢) |0,53 (b) 1,13 (a)
Controle <LQ (d) 0,70 (¢) 0,14 (b) 0,59 (a)

Notas: Limites de quantificagdo (LQ): Cd = 0,005. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo
corresponde sempre a médias encontradas na mesma linha. FONTE: O autor, 2024

A inoculagao resultou em um aumento do teor de Cd no tecido radicular para
ambas as bactérias, indicando que a inoculacdo potencializa a absorgao desse metal.
Em condigbes de exposicdo a 1,5 mg kg' de Cd, as raizes ndo inoculadas
apresentaram um teor de Cd de 0,1 mg kg', enquanto as inoculadas com A.
brasilense e P. fluorescens apresentaram teores de 0,22 mg kg’ e 0,20 mg kg™,
respectivamente. Na exposigdo a 3,0 mg kg™! de Cd, a concentragdo aumentou para
0,27 mg kg! em plantas nao inoculadas e para 0,30 mg kg™' em plantas inoculadas
com ambas as bactérias. Com a presenga de 6,0 mg kg' de Cd, as plantas nao
inoculadas exibiram um teor de 0,30 mg kg-' de Cd, enquanto aquelas inoculadas com
A. brasilense e P. fluorescens mostraram teores de 1,27 mg kg-1 e 1,25 mg kg™,
respectivamente, mostrados na Tabela 5.

As raizes das plantas sdo geralmente os primeiros pontos de contato com
metais pesados no solo, como o Cd, e tendem a acumular quantidades significativas
deste metal. Estudos como o de Oliveira et al. (2021) sobre E. crassipes e Salvinia
auriculata mostram que as raizes acumulam mais Cd, confirmando observagdes
anteriores de Grant e Bailey (1998), que sugerem que o Cd pode se ligar as cargas
negativas nas paredes celulares das raizes e, em seguida, ser translocado para a
parte aérea. No entanto, a translocagdo do Cd através do xilema pode ocorrer
independentemente da producao de fitoquelatinas, moléculas que complexam com

metais pesados nas raizes (Salt et al., 1995). Este fendmeno sugere que outros
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mecanismos podem desempenhar papéis na mobilidade do Cd dentro das plantas.

Além disso, Dixit et al. (2001) apontam que um menor acumulo de Cd nas folhas
pode ser uma estratégia defensiva das plantas para proteger suas fungdes
fotossintéticas do estresse oxidativo induzido pelo metal. Isso indica uma adaptacao
potencial das plantas para mitigar os efeitos toxicos do Cd, priorizando a protecao de
processos vitais como a fotossintese.

Os estudos comparativos de acumulacado de Cd em diferentes espécies, como
relatado por Wong et al. (1984) e Kayser et al. (1999) em Brassica juncea, destacam
variagdes significativas na capacidade de acumulagdo de Cd, mesmo em condicdes
de contaminacdo semelhantes. Estes resultados ressaltam a variabilidade entre
espécies e até entre gendtipos dentro de uma mesma espécie em resposta a
exposicao ao Cd.

Adicionalmente, a pesquisa de Kang et al. (2018) sobre a inoculagao de
Leucaena leucocephala com Sinorhizobium saheli em solos de rejeitos de mineragao
ilustra uma estratégia promissora. A inoculagdo ndo s6 melhorou o crescimento da
planta e a absor¢gdo de macronutrientes, como também reduziu significativamente a
absorcao de metais pesados, com uma reducao de 80% na absorcdo de Cd. Isso
demonstra o potencial das técnicas de bioaumentagdo com microrganismos benéficos
para a fitoremediagcao de solos contaminados, oferecendo uma abordagem eficaz e

sustentavel para a gestdo de solos contaminados com metais pesados.

2.3.6. Teores totais de nutrientes encontrados no solo

No solo, o teor total de Ca foi mais elevado para as plantas ndo inoculadas. Ao
avaliar a média harmdnica entre todos os tratamentos de concentragcdes de Cd, que
também reflete as médias isoladas, identificou-se um teor de 19,75 g kg-! de Ca em
solo n&o inoculado, 19,14 g kg™' em solo com presenca de A. brasilense, e 18,46 g kg
' em solo inoculado com Pseudomonas. Destes valores, o solo ndo inoculado
apresentou um teor disponivel de Ca de 7,47 cmolc/dm?, enquanto o solo inoculado
com A. brasilense mostrou um teor de 7,38 cmolc/dm?® e, para solos inoculados com
P. fluorescens, o teor foi de 7,30 cmolc/dm?® de Ca disponivel, os valores para os teores
totais de nutrientes encontram-se na Tabela 6, ja os teores disponiveis encontram-se

na Tabela 7 a seguir.
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Tabela 6: Teores totais de macro e micronutrientes em solo apos o cultivo de plantas
de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes

doses de Cd.
Teores totais de nutrientes no solo
Zero (0,0 mg | Metade (1,5 | Dose (3,0 mg | Dobro (6,0
kg Cd) mg kg' Cd) kg Cd) mg kg' Cd)
P. fluorescens 22,30 (a) | 17,67 (b) | 17,07 (bc)| 16,82 (c)
Ca(g kg™ A. brasilense 1797 (b) | 23,83 (a) | 17,42 (b) | 17,36 (b)
Controle 2225 (a) | 21,24 (b) | 17,24 (d) | 18,28 (c)
P. fluorescens 5,32 (b) | 6,39 (a) 4,78 (c) 433 (d)
Mg (g kg™') A. brasilense 5,34 (b) | 6,03 (a) 5,33 (b) 456 (c)
Controle 6,25 (a) | 531  (b) 4,65 (c) 542 (b)
P. fluorescens |1012,00 (c) [971,72 (d) |1030,96 (b) | 1080,56 (a)
Fe (mg kg™) A. brasilense | 1047,00 (c) |916,94 (d) |1085,71 (a) | 1067,05 (b)
Controle 1061,00 (a) | 767,79 (d) |1004,09 (b) | 977,51 (¢)
P. fluorescens 82,27 (b) | 88,60 (a) | 7561 (c)| 77,64 (c)
Cu(mg kg™') | A. brasilense 82,89 (c) |102,64 (b) | 72,89 (d) | 112,25 (a)
Controle 64,37 (d) | 72,82 (c) | 81,81 (b) | 125,33 (a)
P. fluorescens 1,77 (@) | 1,09 (b) 0,82 (c) 0,72 (d)
Zn (mg kg™) A. brasilense 057 (b) | 0,46 (d) 0,53 (c) 0,74 (a)
Controle 094 ()| 1,16  (a) 0,75 (o) 0,68 (d)
P. fluorescens 13,26 (a) | 12,73 (b) | 11,82 (c) 9,50 (d)
Mn (mg kg™) | A. brasilense 11,79 (a) | 11,89 (a) | 12,28 (a) | 10,62 (b)
Controle 9,57 (c)] 934 (c) | 1363 (a)| 11,80 (b)

Notas: Limites de quantificagédo (LQ): Ca = 0,009; Mg = 0,005; Fe = 0,01; Cu = 0,01; Zn = 0,01, Mg =
0,01. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na

mesma linha. FONTE: O autor, 2024
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Tabela 7: Teores de macronutrientes disponiveis/trocaveis a fim de fertilidade do solo
em solo apds o cultivo de plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P.
fluorescens em resposta a diferentes doses de Cd.

Teores disponiveis de macronutrientes no solo
Zero (0,0
mg kg Metade (1,5 | Dose (3,0 Dobro (6,0
Cd) mg kg' Cd) | mg kg Cd) | mg kg! Cd)

P. fluorescens | 7,36 (a) | 6,79 (b) | 7,51 (a) | 7,54 (a)
Ca (cmold/dm®) | A prasilense | 7,74 (b) | 6,61 (c) | 6,85 (c) | 834 (a)

Controle 749 (b) | 7,98 a) [ 6,78 (c) [ 7,63 (b)
P. fluorescens | 2,89 (c) | 3,44 b 419 (a) | 3,34 (b)
Mg (cmolc/dm?®) | A prasilense | 2,80 (c) | 442 (a) | 3,72 (b) | 418 (a)

Controle 3,34 (d) | 4,16 385 (¢) 431 (a)
P. fluorescens | 0,63 (c) | 0,63 (c 069 (a) | 0,66 (b)
K (cmolc/dm?) A. brasilense 063 (c)| 066 (b) | 0,72 (a) | 0,64 (bc)

Controle 052 (@) |05 (b) 047 (c) 1045 (o)
P. fluorescens |24,46 (a) (24,22 (ab) |23,85 (b) (23,14 (c)
P (mg/dm?3) A. brasilense 20,43 (a) 19,93 (b) [19,13 (c) [17,85 (d)

Controle 1494 (a) |1392 (b) |11,85 (c) | 8,62 (d)
Notas: Limites de quantificagédo (LQ): Ca = 0,009; Mg = 0,005; Fe = 0,01; Cu = 0,01; Zn = 0,01, Mg =
0,01. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha. FONTE: O autor, 2024
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O Mg seguiu um padréo parecido, com teores totais de 5,41 g kg™' em solos
nao inoculados, 5,31 g kg™' em solos inoculados com A. brasilense e 5,20 g kg™' em
solos inoculados com Pseudomonas. Os teores disponiveis de Mg foram de 3,92
cmolc/dm? para solos ndo inoculados, 3,78 cmolc/dm?® para solos com A. brasilense e
3,47 cmolc/dm? para solos com Pseudomonas (Tabela 6 e 7).

Houve uma diferenga significativa para o P total em solos inoculados, onde o
teor total de P em solos ndo inoculados foi de 52,25 mg kg-!, com um nivel disponivel
de 12,33 mg kg-'. Para solos inoculados com A. brasilense, o teor total de P foi de
59,36 mg kg e o disponivel de 19,33 mg kg™'. Para solos com Pseudomonas, essa
diferenca foi ainda mais acentuada, apresentando 65,23 mg kg™' no total de P e 23,92
mg kg disponiveis (Tabela 6 e 7).

O K exibiu um comportamento similar ao P, com solos ndo inoculados
apresentando 289,34 mg kg™' de K total e 0,48 cmolc/dm? disponivel. Solos inoculados
com A. brasilense mostraram um teor total de 542,12 mg kg™' e um disponivel de 0,66
cmolc/dm?, enquanto a inoculagdo com Pseudomonas resultou em 535,28 mg kg™
totais de K e 0,65 cmolc/dm? disponiveis (Tabela 6 e 7).

Nos micronutrientes presentes no solo, a inoculagcdo com ambas as bactérias
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induziu um aumento aproximado de 8% nos niveis de Fe e de 6,5% para Mn. A
inoculacdo com A. brasilense elevou os niveis de Cu em 7,6%, enquanto a inoculacao
com Pseudomonas aumentou os niveis de Zn em 25% (Tabela 6 e 7).

Apds o experimento, a dosagem de Cd no solo revelou dados impactantes.
Solos sem adigdo de metal, ndo previamente contaminados, registraram 0 mg kg™' de
Cd. Em solos com adigdo de 1,5 mg kg de Cd, os nao inoculados apresentaram 1,26
mg kg' de Cd, enquanto aqueles inoculados com A. brasilense e P. fluorescens
mostraram concentragées de 1,06 mg kg’ e 0,99 mg kg™, respectivamente. Com a
adigdo de 3,0 mg kg’ de Cd, os solos ndo inoculados exibiram 2,56 mg kg de Cd,
reduzindo para 2,11 mg kg™ com A. brasilense e 2,04 mg kg' com Pseudomonas.
Para a maior dose de Cd de 6,0 mg kg™, os solos nao inoculados tiveram 5,10 mg kg-
' de Cd, enquanto a inoculagdo com A. brasilense e P. fluorescens reduziu as
concentragdes para 3,22 mg kg’ e 3,13 mg kg'!, respectivamente, o que representa
uma diminuigao de até 63% nos niveis de Cd no solo.

Duarte (2021) também investigou os efeitos da inoculagdo combinada de
Pseudomonas sp. e A. brasilense na disponibilidade de nutrientes no solo. Os
resultados indicaram que essa sinergia entre as bactérias promotoras do crescimento
aumentou significativamente a disponibilidade de nutrientes essenciais como N, P e
K, favorecendo a absor¢cdo de nutrientes pelas plantas e, consequentemente,
promovendo um desenvolvimento mais vigoroso.

Contudo, em contextos de contaminagao por Cd, a inoculagao pode influenciar
diferentemente, em alguns casos diminuindo a capacidade das bactérias em
solubilizar nutrientes.

Os estudos recentes enfatizam as caracteristicas multifuncionais dos
microrganismos do solo e seus impactos benéficos no desenvolvimento vegetal. Por
exemplo, Terra et al. (2019), Rezende et al. (2021) e Oliveira et al. (2022) destacam
que além de melhorarem a disponibilidade de nutrientes, esses microrganismos
desempenham papeéis cruciais na decomposi¢cdo de residuos organicos. Esse
processo € essencial para a mineralizacdo de nutrientes e a formagao de quelantes,
que complexam e reduzem a toxicidade de compostos poluentes (Moreira; Siqueira,
2006). A decomposigao é facilitada por grupos microbianos especificos que possuem
enzimas endo ou extracelulares, contribuindo efetivamente para a oxidagdo da
matéria organica e melhoria da qualidade do solo.

Quando se trata da disponibilidade de nutrientes no solo, um dos aspectos mais
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destacados na literatura é a solubilizacdo de fosfatos pelas bactérias promotoras de
crescimento vegetal. O P, um macronutriente essencial, desempenha um papel
regulador em varias vias metabdlicas e reag¢des bioquimicas fundamentais para o
crescimento das plantas (Taiz; Zeiger, 2017). No entanto, em muitos solos,
especialmente em regides tropicais como o Cerrado com Latossolos Vermelhos
Distroférricos, o P frequentemente se encontra em formas que sao insoluveis e,
portanto, inacessiveis para as plantas. Essas formas estdao muitas vezes ligadas aos
oxidos de Fe e Al presentes no solo (Malavolta; Vitti; Oliveira, 1997).

A habilidade dos microrganismos para solubilizar fosfatos é geralmente
atribuida a exsudagao de uma variedade de acidos organicos. Estes incluem acido
glucdnico, acidos 2-cetoglucdnico, latico, isovalérico, isobutirico, acético, glicdlico,
malbnico, maléico, oxalico, propiénico, tartarico, butirico, citrico, fumarico e succinico
(Marciano Marra et al., 2012). Esses acidos organicos desempenham um papel chave
na quebra dos complexos de fosfato insoluvel, tornando o P disponivel para absorgéo
pelas plantas.

Dessa forma, os microrganismos do solo ndo apenas contribuem diretamente
para a saude e o crescimento das plantas por meio de melhorias nutricionais, mas
também jogam um papel vital na sustentabilidade dos sistemas agricolas,
promovendo um ciclo de nutrientes mais eficiente e ambientalmente amigavel.

O pH do solo manteve-se estavel entre 7,20 e 7,80 em todos os tratamentos
avaliados, indicando que as variagdes nos teores de nutrientes e Cd nao foram
acompanhadas por alteracdes significativas no pH do solo como observado na Figura
10.

A estabilidade do pH do solo ao longo de estudos de contaminacado e
recuperacao de solos € um indicador importante, pois sugere que as variagdes
observadas na disponibilidade e absor¢cdo de metais pesados, como o Cd, ndo estao
diretamente ligadas a alteragdes no pH. A constancia do pH indica que os efeitos
benéficos na modulacédo da absorgdo de chumbo s&o atribuiveis a outros fatores que

nao a simples alteracédo da acidez ou alcalinidade do solo.



94

8,2

|
7,8 N\

I
7,6 I

7,4 N

2 ey : —
L

6,8
6,6
6,4

6,2
0 mg kg-1 Cd 1,5 mg kg-1 Cd 3,0 mg kg-1 Cd 6,0 mg kg-1 Cd

== P fluorescens A. brasilense Controle

Figura 10: Influéncia do pH do solo em relagdo aos tratamentos com plantas de crambe inoculadas
com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes doses de Cd. FONTE: O autor, 2024
Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

Esse fendbmeno pode ser explicado por mecanismos bioquimicos e fisiolégicos
especificos induzidos pela atividade dos microrganismos inoculados. Entre esses
mecanismos, destacam-se a biossorgao, a bioprecipitacao e a transformagao quimica
do metal, processos que podem ser mediados por enzimas ou metabolitos produzidos
pelos micrébios. Por exemplo, certos microrganismos sao capazes de excretar
substancias quelantes que se ligam ao metal, reduzindo sua mobilidade e toxicidade
ao formar complexos estaveis (Chavez Apare, 2019; Domingos, 1997; Florida Rofner
et al., 2019).

Além disso, os microrganismos podem afetar a estrutura do solo e a matéria
organica, influenciando indiretamente a retencédo e mobilidade de metais pesados
toxicos. Essas alteragdes podem facilitar a imobilizagdo do metal em fragbes do solo
menos acessiveis, limitando sua biodisponibilidade.

Portanto, a auséncia de alteragdes no pH do solo reforca a necessidade de
explorar mais profundamente como as interagdes entre plantas, microrganismos e
metais pesados téxicos podem ser utilizadas para desenvolver estratégias mais

eficazes e ambientalmente sustentaveis de biorremediacéo e fitorremediagao.
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2.3.7 indice de acumulagio e translocagio

O indice de acumulagao apresentado na Figura 11 revelou que a inoculagao
potencializa significativamente a capacidade das plantas de crambe de acumular Cd,
com um aumento progressivo a medida que os niveis de Cd no solo se elevam. Entre
as bactérias estudadas, A. brasilense mostrou um indice de acumulagdo menor,
incrementando-se em 250%, 294,11% e 1366,66% para os niveis de 1,5 mg kg™, 3,0
mg kg' e 6,0 mg kg-! de Cd, respectivamente. P. fluorescens, por sua vez, promoveu
indices ainda mais elevados, alcangando 320%, 400% e 1533,33% para os mesmos

niveis de Cd.
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Figura 11: Indice de acumulagéo para plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens
em resposta a diferentes doses de Cd. FONTE: O autor, 2024

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

O indice de translocagao apresentado na Figura 12 variou com a inoculagao
somente em condigdes de 1,5 mg kg de Cd, onde P. fluorescens alcangou um indice
de 1,08, enquanto A. brasilense apresentou um valor inferior, de 0,37, comparado a
1,03 para plantas n&o inoculadas. Em tratamentos com 3,0 mg kg-' de Cd, o indice
para plantas inoculadas com A. brasilense foi de 2,03 e, para P. fluorescens, de 1,90,

contra 0,49 para plantas n&o inoculadas. Com a adi¢édo de 6,0 mg kg™ de Cd, o indice
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para plantas sem inoculacao foi de 1,97, enquanto para aquelas inoculadas com A.

brasilense foi de 0,88 e com P. fluorescens de 0,98.
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Figura 12: Indice de translocagdo para plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P.
fluorescens em resposta a diferentes doses de Cd. FONTE: O autor, 2024

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

A fitoextracao € uma técnica de fitorremediacdo que envolve o uso de plantas
para remover contaminantes do solo. Essa estratégia se baseia na capacidade das
plantas de absorver contaminantes, principalmente metais, através das raizes e
acumula-los em partes aéreas como folhas e caules. Este processo € quantificado por
meio do fator de acumulacgao e do fator de translocacao, onde um fator de acumulagao
maior que um e um fator de translocagao também maior que um indicam que a planta
é eficaz na remocao de metais do solo e na sua translocacédo para a parte aérea,
tornando-a uma candidata ideal para a fitoextracdo (Vamerali; Bandiera; Mosca,
2010).

Estudos como o de Souza et al. (2013) e Boechat (2014) tém mostrado que
plantas com um alto fator de translocagao sao classificadas como hiperacumuladoras
e sao particularmente uteis na remediagcdo de solos contaminados, pois permitem a

facil remocao dos metais através da colheita da biomassa aérea. A importancia dessa
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estratégia reside na possibilidade de reciclar ou reutilizar os metais extraidos, apos
processos como secagem e calcinagdo da biomassa vegetal (Kabata-Pendias;
Pendias, 2001; Zeittouni; Berton; Abreu, 2007).

A eficiéncia da fitoextragdo, no entanto, pode variar significativamente entre
diferentes espécies de plantas e mesmo entre variedades da mesma espécie, como
observado por Korentajer (1991). Essa variagao € influenciada pela capacidade
especifica de cada planta de absorver e distribuir metais. Por exemplo, enquanto
alguns metais como Zn, Cu, Pb e Mn sido geralmente pouco translocados para a parte
aérea, o Cd é notavelmente moével dentro das plantas, facilitando sua extragdo via
fitoextragdo (Hernandez; Cooke, 1997; McBride, 1994).

Ainda, a capacidade de absor¢do e acumulacdo de metais pode ser
influenciada pelas condi¢gdes do solo, incluindo a presenca de outros elementos, pH,
e a microbiota do solo, que pode modificar a disponibilidade dos metais para as raizes
das plantas. Por exemplo, o acréscimo de Cd ao solo aumenta sua disponibilidade e
subsequente acumulagdo em todas as partes das plantas, como destacado por
Chaves e Souza (2014).

Portanto, o sucesso da fitoextracdo depende da selecdo apropriada das
espécies vegetais, bem como do manejo adequado das condigbes do solo e do
entendimento profundo das interagdes bioquimicas e fisioldégicas que influenciam a

mobilidade dos metais no ambiente.

2.4. CONCLUSAO

A inoculagcado com A. brasilense e P. fluorescens aumentou significativamente
o crescimento das plantas, mesmo em condi¢gbes com elevadas doses de Cd.

As plantas inoculadas apresentaram uma melhoria na estrutura vascular, com
aumento no numero de camadas celulares no xilema e floema.

As plantas inoculadas mostraram uma maior capacidade de acumulacgéo de
Cd, especialmente na parte aérea, o que facilita a fitoextragao.

A inoculagcao com A. brasilense e P. fluorescens reduziu significativamente os
niveis de Cd no solo, com uma diminuicdo de até 63% nos niveis de Cd no solo
contaminado.

As bactérias promotoras de crescimento mostraram ser eficazes na
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bioremediacao de Cd, tornando os solos mais seguros para uso agricola.

A aplicacdo de A. brasilense e P. fluorescens representa uma abordagem
sustentavel para a remediacdo de solos contaminados com metais toxicos,
contribuindo para a seguranga alimentar. Essas praticas podem ser integradas em
sistemas agricolas para melhorar a produtividade e a sustentabilidade ambiental.

A inoculagdo com A. brasilense e P. fluorescens provou ser uma estratégia
eficaz para mitigar a contaminagao por Cd em solos agricolas. Este estudo destaca o
potencial dessas bactérias em promover o crescimento das plantas e remediar solos
contaminados, oferecendo uma solucao sustentavel para os desafios ambientais e

agricolas associados a contaminagao por metais pesados toxicos.
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3. CAPITULO Iil: INFLUENCIA DE MICRORGANISMOS NA
BIORREMEDIAGAO DE SOLO CONTAMINADO COM CHUMBO E
CULTIVADO COM CRAMBE ABYSSINICA EM CULTIVO PROTEGIDO

Resumo
O estudo aborda a contaminagao do solo por Pb, um sério problema ambiental e de
saude publica. A biorremediagao utilizando microrganismos e plantas surge como uma
solugao potencialmente eficaz para este problema. O estudo foca na associagao entre
o crambe (Crambe abyssinica) e bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
para a remogao de Pb do solo. A pesquisa foi conduzida em um cultivo protegido entre
abril e julho de 2023. Utilizou-se um delineamento experimental em blocos
casualizados com quatro tratamentos de concentragao de Pb e a inoculacédo de duas
espécies de bactérias. As analises incluiram a medi¢cdo do crescimento da planta,
teores de macronutrientes e Pb tanto nas plantas quanto no solo. Os resultados
demonstraram que a inoculagdo com microrganismos promoveu um aumento
significativo no crescimento do crambe, incluindo o comprimento das raizes e da parte
aérea, além de melhorar a biomassa das plantas. A presenga dos microrganismos
também aumentou a solubilizacdo e a mobilizagdo de Pb no solo, facilitando sua
absorcao pelas plantas. Estes efeitos foram amplificados nas concentragdes mais
altas de Pb. Os resultados confirmaram que a combinacéo de crambe e BPCV ¢ eficaz
na biorremediacdo de solos contaminados com Pb. Os microrganismos nao apenas
melhoraram o crescimento das plantas, mas também aumentaram a capacidade das
plantas de acumular e translocar Pb, destacando o potencial de aplicagdo desta
técnica em larga escala para a recuperacdo de areas contaminadas por metais

toxicos.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense; fitobiorremediagdo, chumbo; Pseudomonas

fluorescens;



107

Abstract
The study addresses soil contamination by Pb, a serious environmental and public
health issue. Bioremediation using microorganisms and plants emerges as a
potentially effective solution for this problem. Specifically, the study focuses on the
synergy between crambe (Crambe abyssinica) and growth-promoting microorganisms
for the removal of Pb from the soil. The research was conducted in a protected
cultivation between April and July 2023. An experimental design in randomized blocks
with four Pb concentration treatments and the inoculation of two species of
microorganisms was used. Analyses included measuring plant growth, macronutrient
levels, and Pb content in both plants and soil. The results showed that inoculation with
microorganisms significantly increased crambe growth, including root length and shoot
length, as well as improving plant biomass. The presence of microorganisms also
increased the solubilization and mobilization of Pb in the soil, facilitating its absorption
by plants. These effects were amplified at higher Pb concentrations. The research
confirmed that the combination of crambe and growth-promoting microorganisms is
effective in bioremediating soils contaminated with Pb. The microorganisms not only
improved plant growth and health but also increased the plants' capacity to accumulate
and translocate Pb, highlighting the potential for applying this technique on a large

scale to recover areas contaminated by heavy metals.

Keywords: Azospirillum brasilense; bioremediation; lead; Pseudomonas fluorescens.
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3.1. INTRODUGAO

A contaminacgao por metais toxicos, incluindo o Pb, € um problema ambiental e
de saude publica global. A exposigao a niveis elevados de Pb no solo pode causar
efeitos negativos a saude humana, como danos neuroldgicos e disturbios no
desenvolvimento infantil (Parvatiyar et al., 2005; Zhao et al., 2015). Portanto, a
remediacao de solos contaminados por Pb é crucial.

Normas ambientais determinam limites para a concentracdo de Pb em solos
para proteger a saude e o meio ambiente. A biorremediagdo emerge como uma opgao
eficiente e sustentavel para atender a essas regulamentagbes, utilizando
microrganismos, plantas ou suas combinagdes para diminuir a concentragdo de
poluentes, incluindo Pb (Miller et al., 2009; Zhou et al., 2020).

Dentre as tecnologias de remediagao de solos contaminados, a biorremediacao
e a fitorremediacdo sdo destacadas pela capacidade de remover contaminantes de
forma ambientalmente amigavel (Accioly; Siqueira, 2000; Saha et al., 2021). A
remogao de metais toxicos pode ocorrer por métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos.
Meétodos fisicos e quimicos incluem substituicdo de solo, remocao eletrocinética,
tratamento térmico, lavagem de solo, vitrificagdo e tratamento quimico com cal,
fosfatos ou compostos organicos (Hou et al., 2020). Essas abordagens sao eficazes
e rapidas, mas onerosas e trabalhosas. Além disso, podem alterar significativamente
os indicadores de qualidade do solo, comprometendo sua aptidao agricola.

A biorremediagado, empregando microrganismos como bactérias, surge como
uma alternativa econOmica e ecologicamente viavel para a degradagdo de
contaminantes no solo. Esta técnica utiliza bactérias resistentes a metais toxicos , que
desempenham um papel crucial na solubilizagdo e mobilizagdo de metais no solo,
aumentando sua disponibilidade para as plantas (Ahmad, 2015; Zhao et al., 2015).
Tais bactérias produzem acidos organicos e sideroforos que complexam e solubilizam
os metais toxicos, auxiliando na absorcao pelas raizes das plantas. Bactérias incluindo
Pseudomonas spp. e A. brasilense spp., sdo notaveis pela tolerancia a altas
concentragées de chumbo e habilidades em solubilizagdo, imobilizacido, e redox de
metais (Miller et al., 2009; Zhou et al., 2020).

Um estudo de Gongalves Jr. et al. (2020) investigou a fitorremediagdo de
Crambe abyssinica Hochst em solo artificialmente contaminado com Pb, onde a planta

demonstrou alta capacidade de fitorremediacao apesar de redugao na fotossintese e
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aumento na respiragao sob contaminacdo. Esta pesquisa reforga o potencial das
bactérias resistentes a metais toxicos na facilitacdo da solubilizacdo e mobilizagao de
metais no solo, tornando-os mais acessiveis as plantas.

Diante do exposto, este estudo visa analisar a interacédo entre crambe, BPCV e
remocdo de Pb dos solos avaliando os beneficios dessa associagdo para a

biorremediacao de solos contaminados.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 Delineamento experimental e obtencao de plantas

O estudo foi realizado entre abril e julho de 2023, em cultivo protegido em uma
propriedade rural no distrito de Espigdo Azul (24°50'26"S 53°27'26"W), na
macrorregiao de Cascavel, Parana. As analises laboratoriais ocorreram no SBS
Laboratorio — Analises Agrondmicas e Veterinarias, na cidade de Cascavel, PR.

A configuragcdo experimental adotada foi o delineamento em blocos
casualizados, organizado em um esquema fatorial com quatro repeticdes. Os
tratamentos consistiram na inoculagdo de duas espécies de microrganismos:
Azospirillum brasilense (cepas Ab-V5 e Ab-V6, ambas com concentragdo de 2x10°
UFC/mL) e Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525, com concentragido de 2x10°
UFC/mL), sendo cada semente inoculada com 10° UFC/mL de células viaveis. A
verificagao da viabilidade celular foi confirmada por analises de contagem de células
viaveis 48 h antes da inoculagdo, aplicadas diretamente no sulco no momento do
plantio.

Quanto a contaminacgéo por Pb, foram estabelecidas quatro doses: controle
(sem adi¢cado do metal), metade da dose maxima permitida para solos agricolas (90
mg kg'), conforme a resolugdo CONAMA 420 (CONAMA, 2009), a dose maxima
permitida (180 mg kg') e o dobro da dose maxima permitida (360 mg kg™').

A contaminacéao foi realizada pela adigdo de uma solugao padrao de cloreto de
chumbo (PbCl2) 24 h antes do plantio e da inoculagdo. O plantio consistiu em dez
sementes por vaso, reduzindo-se para quatro plantas por vaso apés dez dias, como

demonstrado na Figura 1. A unidade experimental compreendeu um vaso com quatro
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plantas, totalizando 48 vasos conforme esquematizado na Figura 2.

Figura 1: Estagios fenoldgicos do crambe em cada etapa do experimento. (A) implementagao; (B) inicio
da germinacgéo — 4 dias ap6s semeadura; (C) desenvolvimento e desbaste — 15 dias apds semeadura;
(D) desenvolvimento apés o desbaste — 20 dias; (E) surgimento das primeiras flores; (F)
desenvolvimento de flores de maneira uniforme; (G) planta antes para a coleta. FONTE: O autor, 2023.
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Figura 2: Delineamento experimental em blocos casualizados, organizado em um esquema fatorial
com quatro repetigdes, quatro doses de metal e dois microrganismos. (Sem= 0 mg kg'' de Pb; Metade=
90 mg kg' de Pb; Dose= 180 mg kg! de Pb; Dobro= 360 mg kg™' de Pb). FONTE: O autor, 2023.

Para o cultivo, utilizaram-se sacos cilindricos para mudas, com 30 cm de altura
e 20 cm de didmetro, com capacidade para 5 L, preenchidos com 5 kg de latossolo
vermelho previamente peneirado (Figura 1.A). Este substrato, inicialmente com boas
caracteristicas agronémicas para o cultivo de crambe, foi ajustado com fertilizagdo
para condigdes ideais de cultivo. Os detalhes sobre a fertilidade do solo empregado
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(Tabela 1)

Tabela 1: Caracterizagdes quimicas para fins de fertilidade e granulometria do solo
utilizado.

Atributo Solo
pH em CaCl 5,21
Aluminio (Al) (cmolc/dm?) 0,00
Acidez potencial (H+Al) (cmolc/dm?) 4,53
Soma de bases (S) (cmolc/dm?) 10,84
CTC pH 7,0 (cmolc/dm?) 15,37
CTC efetiva (cmolc/dm?) 10,84
Saturagao de bases (V) (%) 70,53
Matéria organica (MO) (g /kg) 39,63
Carbono organico (CO) (g kg™") 22,99
Calcio (Ca) (cmolc/dm?) 8,00
Magneésio (Mg) (cmolc/dm?) 2,16
Potassio (K) (cmolc/dm?) 0,68
Fosforo disponivel (P) (mg/dm?3) 9,19
Cobre (Cu) (mg/dm?) 11,13
Ferro (Fe) (mg/dm?) 26,25
Manganés (Mn) (mg/dm?3) 70,69
Zinco (Zn) (mg/dm?) 5,45
Boro (B) (mg/dm?) 0,55
Enxofre (S) (mg/dm?3) 7,70
Areia (%) 16,30
Silte (%) 16,70
Argila (%) 67,00

FONTE: o autor, 2023.

Os tratamentos receberam irrigagdo a cada 48 h para manutengao da umidade

do solo, do plantio até o inicio do florescimento (Figura 1.F).
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3.2.2 Analises morfométricas

Nesta fase, 50 dias apds a emergéncia (DAE) as plantas foram removidas dos
vasos para medicdo do comprimento total, altura da parte aérea, comprimento da raiz
(utilizando-se régua graduada) e didmetro do caule (com paquimetro digital).
Posteriormente, as plantas foram seccionadas em raiz e parte aérea, as quais foram
acondicionadas em sacos de papel e pesadas para determinagcdo da massa fresca.
As amostras foram entdo secas em estufa de circulagao forcada de ar a 65 °C até
atingir massa constante, seguido pela determinagado da massa seca com uma balanga
de precisao.

A analise da anatomia dos feixes vasculares foi realizada por meio de secgdes
na regidao do colo. O processamento das amostras seguiu o protocolo proposto por
Gordon e McCandless (1973), com adaptagdes.

No inicio, os fragmentos foram tratados com uma solugao de paraformaldeido
a 4%, ajustada para pH 7,20, e deixados imersos por 20 h para garantir uma fixagao
completa. Em seguida, as amostras foram processadas através de uma sequéncia de
etapas que envolveram desidratacdo com alcool etilico em diferentes concentragdes:
30%, 50%, 70%, 80% e 90%, cada etapa durando 2 h, seguidas por duas etapas em
alcool etilico a 100% por 2 h cada. Apos a desidratagdo, as amostras foram
submetidas a clarificacdo em xilol | (uma mistura de 50% de alcool etilico a 100% e
50% de xilol) por 1 h e em xilol Il (puro) por mais 1 h.

Em seguida, as amostras foram incluidas em parafina, passando por trés
etapas de imersado em parafina, cada uma com duragao de 6 h. Os blocos de parafina
foram preparados, e apos 24 h, quando estavam completamente solidificados, foram
feitos cortes utilizando um micrétomo manual. Antes da coloracéo, as laminas foram
aquecidas a 50°C em uma estufa por cerca de 1 h.

O processo de coloragdo comegou com a remocgao da parafina das laminas em
xilol puro I e Il por 10 min. cada, seguida por uma série de etapas de hidratacédo em
concentracdes decrescentes de alcool etilico e, finalmente, imersdo em agua. Para a
coloragao, foi utilizado azul de toluidina a 0,05% em pH 4,00 aplicado as |laminas por
5 min. a 55°C. Apds a coloragédo, as laminas foram lavadas em agua corrente,
desidratadas em alcool e fixadas em xilol. Por fim, as Idaminas foram montadas com

entelan e laminula.
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As amostras foram observadas sob microscépio Optico, permitindo a
identificacdo das paredes do xilema, que se tingiram em verde ou azul esverdeado,
enquanto as paredes do floema apresentaram coloragdo roxa avermelhada. Esta

diferenciagéo pode ser observada nas Figuras 3 e 4.

Figura 3: Diferenciagéo entre coloragédo dos vasos de xilema em azul
e floema em roxo. FONTE: O autor, 2023.
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Figura 4: Corte histoldgico e diferenciagdo morfolégica do colo de crambe na
implementacao da floragdo coradas com azul de toluidina. FONTE: O autor, 2023.

2.2.3 Avaliacao de teores totais de macronutrientes, micronutrientes e cadmio

em solos e tecido vegetal

Para avaliar os teores totais de macronutrientes, micronutrientes e Cd em
tecido vegetal (parte aérea e raiz), realizou-se a extragdo por meio de digestao
nitroperclérica, conforme o método Association Of Official Analytical Collaboration
(AOAC, 2023). As determinagdes de Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn e Cd foram realizadas
por espectrometria de absorgao atémica (modelo GBC, SavantAA), enquanto K foi
medido por fotometria de chama (Benfer, BFC 150). A quantificagdo de P ocorreu por
espectroscopia UV/Vis. O teor de N foi quantificado pelo método de Kjeldahl, (Vogel,
1981).

3.2.4 Avaliagao de teores disponiveis de macronutrientes em solo

Para determinar os teores de macronutrientes, micronutrientes e Cd disponiveis no
solo, e a determinagao do pH adotou-se a metodologia descrita pela Embrapa (Silva,

2009). Empregou-se o extrator de KCI para Ca e Mg, e o extrator Mehlich 1 para P, K.
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As determinagdes de Ca e Mg foram realizadas por espectrometria de absorgao
atdbmica (modelo GBC, SavantAA), enquanto o K foi medido por fotometria de chama

(Benfer, BFC 150). A quantificacdo do P ocorreu por espectroscopia UV/Vis.

3.2.5 Limites de Quantificagao

O limite de quantificagdo (LQ) é definido como a menor concentragdo do
analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisao aceitavel. O
LQ é considerado como 10 vezes o desvio-padrao de uma série de medidas de
branco.

O limite de quantificagdo do método utilizando a espectrofotometria de

absorgao atdbmica por chama de ar-acetileno descritos na Tabela 2 a seguir.

Tabela 2: Limite de quantificagcdo para elementos em espectrofotometria de
absorgao atdmica por chama de ar-acetileno.

Elemento limite de quantificagdo (mg kg™')
Calcio 0,009
Magnésio 0,005
Ferro 0,01
Cobre 0,01
Zinco 0,01
Manganés 0,01
Chumbo 0,01

Fonte: O autor, 2024.

3.2.6 indices de acumulagao e translocagao

O indice de acumulacao foi calculado conforme a equacdo 1 proposta por
Zhang et al. (Zhang et al., 2007):

.o . metal acumulado na planta
Indice de acumulacio = Eq. 1
metal acumulado no substrato
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Da mesma forma, o indice de translocacao foi determinado pela equagao 2:

concentracao de metal na parte aérea

indice de translocacao = — - Eq. 2
concentracdo de metal naraiz

Para a analise estatistica dos dados, foi aplicada a Analise de Variancia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,

utilizando-se o software estatistico Sisvar 5.6 (Ferreira, 2019).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Analises morfométricas

A inoculacdo resultou em um significativo aumento no comprimento total das
plantas de crambe expostas ao Pb como pode ser observado na Figura 5.A,
independentemente da concentracdo do metal aplicada. Mesmo nas plantas nao
expostas ao metal, observou-se um aumento no comprimento total quando inoculadas
com A. brasilense e P. fluorescens. Especificamente, nos tratamentos sem adicido de
metal, o aumento no comprimento total foi de 1,32 vezes para A. brasilense e de 1,33
vezes para P. fluorescens.

Para a concentracdo mais elevada de metal testada, o aumento foi ainda mais
significativo principalmente ao se tratar da parte aérea das plantas, alcangando 1,44
vezes para A. brasilense e 1,57 vezes para P. fluorescens, como observados na
Figura 5.B.

O incremento observado também se refletiu no comprimento das raizes, onde,
na auséncia do metal, houve um aumento de 1,64 vezes para A. brasilense e de 1,79
vezes para P. fluorescens. Para a maior concentracao de Pb testada, esse aumento
foi ainda mais expressivo, sendo de 2,57 vezes para A. brasilense e de 3,75 vezes

para P. fluorescens, tais valores podem ser observados na Figura 5.C a seguir.



117

120 A
a
100 T
b b b — 4_—»—*
! ! e
80 b b b
g 6o F a T I
a b b
40
20
0
0 mg Kg-1de Pb 90 mg Kg-1 de Pb 180 mg Kg-1 de Pb 360 mg Kg-1 de Pb
= P flUOrescens A. brasilense Controle
B 18
100 18 Tuw ) b 1
a 14 | ;"’
90 5 T a N e b o
20 b b . 12 S ’*Zg}f$j?/::\% b
_22 b b b 3 0 ! ab] 1
o 3 : : t s ;
a0 6 i 1 1
30 " I T
20 TJ‘
10 2
0 0

OmgKg-1de Pb  90mg Kg-1de Pb 180 mg Kg-1 de Pb 360 mg Kg-1 de Pb 0mgKg-1de Pb 90 mg Kg-1 de Pb 180 mg Kg-1 de Pb 360 mg Kg-1 de Pb

e P, fluorescens A. brasilense Controle =P, fluorescens === A. brasilense Controle

Figura 5: (A) Comprimento total, (B) comprimento de parte aérea e (C) comprimento de raiz das plantas
de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes doses de Pb.
FONTE: O autor, 2024.

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

O Pb pode causar efeitos adversos significativos nas plantas, como redugao
nas taxas de germinacdo e crescimento inicial, além de aumentar os niveis de
espécies reativas de oxigénio, resultando em estresse oxidativo (Foyer; Lelandais;
Kunert, 1994; Mishra; Singh; Arora, 2017). No entanto, a aplicagao de microrganismos
benéficos, como bactérias promotoras do crescimento vegetal, mostra-se promissora
na redugdo dos impactos da toxicidade do Pb. Esses microrganismos podem
estabelecer uma relacdo simbidtica com as raizes das plantas, melhorando a
absorgéo de nutrientes e a resiliéncia a condi¢cdes de estresse, incluindo a presenca
de metais téxicos (Alotaibi et al., 2021; Ferrol; Tamayo; Vargas, 2016; Gong; Tian,
2019).

Especificamente, A. brasilense é conhecido por impulsionar o crescimento das

plantas por meio de varios mecanismos. Estes incluem a producao de fitohorménios,
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melhoria na absorgdo de N, reducdo de estresse e controle de patdgenos, todos
contribuindo para um aumento geral da produtividade (Bashan; De-Bashan, 2010;
Domenico, 2019; Kargapolova et al., 2020). Além disso, A. brasilense promove a
fixagao biolégica de nitrogénio e a sintese de fitohorménios como auxinas, giberelinas
e citocininas, que favorecem o crescimento do sistema radicular e a capacidade de
resisténcia ao estresse hidrico, resultando em um aumento da biomassa e beneficios
a microbiota do solo (Hungria, 2011).

Os estudos demonstram que a associacao de P. fluorescens com A. brasilense
€ benéfica para o crescimento das plantas, corroborando com a pesquisa de
Guimaraes et al. (2021), que identificou melhorias no desenvolvimento de culturas de
soja ao co-inocular com P. fluorescens e Bradyrhizobium japonicum em presenca de
fertilizante fosfatado. Ferreira (2020) também destacou a eficiéncia de P. fluorescens
em retardar a senescéncia das plantas, devido a enzima ACC deaminase, uma
importante promotora do crescimento vegetal conforme descrito por Glick (2014). A
inoculacdo com A. brasilense promoveu avangos no desenvolvimento de Brassica
napus, reforcando que a simbiose estabelecida entre esses microrganismos e as
raizes das plantas ndo apenas melhora a absor¢cdo de nutrientes, mas também
aumenta a resiliéncia a estresses abioticos. Ambos 0s microrganismos, por sua
capacidade de sintetizar fitohormdnios, s&o cruciais para o crescimento vegetal,
evidenciando um aumento significativo da biomassa. Esses achados ressaltam o
papel vital dos microrganismos no desenvolvimento das plantas e na mitigagado dos
impactos de contaminagdes metalicas, apontando para o uso promissor de técnicas
biotecnolégicas na agricultura sustentavel e na recuperacao de solos.

Hungria (2011) destacou os beneficios do uso de A. brasilense na promogao
do desenvolvimento radicular e no aumento da altura de plantas de milho apés
inoculagdo. De forma similar, Cotrim et al. (2016) observaram que o tratamento de
sementes de trigo com acido humico em combinagado com A. brasilense resultou em
melhorias significativas no crescimento das raizes, na parte aérea e na massa seca
da parte aérea. Além disso, Vasconcellos (2022) reportou que o tratamento de plantas
de arroz com insumos biologicos, incluindo a associagao de Azospirillum e
Pseudomonas, promoveu um aumento de 35,71% no comprimento das raizes em
comparagao com tratamentos sem inoculagéo, ressaltando a eficacia da inoculagéo
microbiolégica no estimulo ao crescimento vegetal. Essas evidéncias reforgam o valor

dos microrganismos promotores de crescimento vegetal na agricultura, especialmente
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em condicdes de estresse abidtico.

Como consequéncia da inoculagdo, houve um aumento significativo tanto na
massa fresca quanto na seca das plantas, resultando em um maior volume de massa
total conforme ilustrado na Figura 6 para massa fresca, e para massa seca.

O semelhante ocorreu com os valores de incrementos obtidos para a massa
seca, seguindo padrbes similares a massa fresca, estes valores encontram-se na

Figura 6.
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Figura 6: Relagao de (A) massa fresca total, (B) massa fresca de arte aérea, (C) massa fresca de raiz,
(D) massa seca total, (E) massa seca de parte aérea, (F) massa seca de raiz, das plantas de crambe
inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes doses de Pb. FONTE: O autor,
2024.

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

O estudo de Babu et al. (2015) sobre Miscanthus sinensis em combinagdo com
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Pseudomonas koreensis em solos contaminados por metais toxicos oriundos de
atividades de mineragdo demonstrou uma notavel tolerancia das plantas aos metais
téxicos, com um aumento substancial na solubilizagdo do Pb e um incremento de 54%
na biomassa. Greger (2003) destaca a importancia de diferenciar plantas
hiperacumuladoras, que acumulam metais toxicos mas geram pouca biomassa, das
acumuladoras, que produzem mais biomassa mas com menor concentracao de
metais. Esta distingdo € crucial para avaliar a eficacia da fitoextragcao, que depende
nao so da capacidade de acumulagédo de metal, mas também do volume de biomassa
gerada.

Além disso, o papel das bactérias promotoras do crescimento, como P.
fluorescens, é reconhecido como uma abordagem promissora para mitigar a
toxicidade do Pb em plantas, melhorando a resisténcia das plantas e a producao de
biomassa, contribuindo assim para praticas agricolas mais sustentaveis e eficientes
no manejo de solos contaminados. Guimaraes et al. (2023) e Duarte et al. (2020)
evidenciam que tanto A. brasilense quanto P.s fluorescens, ao sintetizar fitohorménios
como o acido indol-3-acético, impulsionam significativamente o crescimento das
plantas e aumentam a producdo de biomassa seca e verde. Essas investigacdes
sublinham a eficacia desses microrganismos no desenvolvimento das plantas e na
mitigacédo dos impactos negativos da contaminacgéo por metais.

Estudos como os de Chiarini et al. (1998) e Gasoni et al. (2001) também
ilustram os beneficios da inoculagdo com P. fluorescens em culturas como sorgo e
alface, resultando em aumentos notaveis na massa fresca da parte aérea e raiz,
enquanto Bulegon et al. (2016) relatam avancos semelhantes na soja com a
inoculacdo de A. brasilense. Esses resultados corroboram a capacidade desses
microrganismos em aprimorar tanto o crescimento radicular quanto a produgédo de
biomassa em varias culturas agricolas, destacando o potencial de estratégias
biotecnoldgicas na agricultura sustentavel e na reabilitagdo de solos.

A avaliagédo da biomassa € fundamental para entender a eficacia das técnicas
de fitoextragdo em ambientes contaminados por metais. Como Greger (2003)
identifica, € importante distinguir entre plantas hiperacumuladoras, que tém alta
capacidade de acumular metais toxicos, mas produzem pouca biomassa, e as plantas
acumuladoras, que geram mais biomassa, porém com menor capacidade de
acumulagcdo de metais. Essa diferenciagao é crucial porque o objetivo principal da

fitoextragdo ndo é apenas acumular metais, mas também maximizar a extragao
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desses contaminantes por area através da biomassa produzida.

Em relagdo a massa seca da parte aérea, estudos como o de Novinscak, Joly
e Filion (2019) demonstraram que a inoculagcéo de sementes com P. fluorescens pode
significativamente aumentar a biomassa vegetal e a produgédo de 6leo em culturas
como soja e canola. Essa capacidade destaca o potencial das bactérias promotoras
de crescimento para ndo apenas melhorar a sanidade e o crescimento das plantas,
mas também para aumentar a eficiéncia na remocdo de contaminantes do solo
atraveés da fitoextragao.

O didmetro do caule também apresentou aumento significativo em plantas
inoculadas em comparacgao as nao inoculadas. Nos tratamentos sem adi¢cao de metal,
o aumento foi de 61,03% para A. brasilense e de 76,77% para Pseudomonas. Para a
maior concentracdo de metal testada, o incremento foi ainda mais acentuado,
chegando a 106,13% para A. brasilense e 98,11% para P. fluorescens, conforme

detalhado na Figura 7 a seguir.

12

10

(CM)
(e)]
- -

L
i

T
bc

0O mg Kg-1de Pb 90 mg Kg-1 de Pb 180 mg Kg-1 de Pb 360 mg Kg-1 de Pb

= P_fluorescens === A. brasilense Controle

Figura 7: Relacdo do didmetro do caule das plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P.
fluorescens em resposta a diferentes doses de Pb. FONTE: O autor, 2024

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

Pesquisas tém evidenciado que microrganismos como P. fluorescens e A.

brasilense nao apenas incrementam o didametro do caule, mas também melhoram a
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qualidade e a produtividade dos frutos em plantas. Um estudo especifico com plantas
de tomate inoculadas com essas bactérias mostrou melhorias significativas no
didmetro do caule e no desempenho geral das plantas. Esse efeito é atribuido a
melhoria na nutrigdo e a regulacdo hormonal que esses microrganismos promovem,
contribuindo para um desenvolvimento mais robusto e produtivo das plantas (Pérez-
Rodriguez et al., 2020).

3.3.2. Analises anatomicas

Foram observadas mudangas anatdbmicas significativas no colo das plantas
tanto sob influéncia do contato com o Pb quanto apds a inoculagdo com as bactérias
estudadas. De forma geral, a inoculagao resultou no aumento do numero de camadas
celulares nos componentes do xilema observadas na Figura 8.B e floema observados
na Figura 8.A, enquanto a presenga do metal levou a redugdo gradual dessas
camadas. Com base na média harménica entre todos os niveis de concentracao de
Pb testados, as plantas inoculadas com A. brasilense mostraram um aumento de
68,91% no floema e de 94,47% no xilema. Por outro lado, a inoculagdo com P.
fluorescens levou a um acréscimo de 76,06% no floema e 70,80% no xilema. A
alteracao e desenvolvimento dos vasos vasculares, como o xilema e o floema, em
plantas sao influenciados por uma cascata de horménios vegetais, que desempenham
papéis criticos em varias fases do processo. Inicialmente, as giberelinas atuam no
inicio do desenvolvimento vascular. A medida que o processo avancga, as auxinas e
citocininas entram na cascata, regulando o crescimento e diferenciagcdo subsequente
desses vasos. Finalmente, o etileno contribui na etapa final, essencial para a
maturacdo e funcionalidade completa dos vasos condutores. Essa coordenacéo
hormonal assegura o correto desenvolvimento estrutural e funcional do sistema
vascular das plantas, essencial para a eficiente translocagdo de agua e nutrientes
(Sorce et al., 2013).

No que diz respeito as células da medula observadas na Figura 8.C, somente
P. fluorescens proporcionou um incremento de 26%, enquanto para o cortex
observados na Figura 8.D, ambos os microrganismos promoveram um aumento de
cerca de 27,61% evidenciado na Figura 9. A introducao de bactérias que promovem

o crescimento vegetal tem um impacto significativo no aumento do volume e
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quantidade das células nos tecidos vasculares, tanto do xilema quanto do floema.
Esses microrganismos utilizam estratégias multifuncionais, como a sintese de
horménios vegetais, incluindo auxinas, giberelinas e citocininas, que sdo essenciais
para o desenvolvimento vegetal e a diferenciagédo dos tecidos vasculares. Além disso,
essas bactérias melhoram a absor¢cdo de nutrientes essenciais como N e P e
produzem sideréforos que aumentam a disponibilidade nutricional para as plantas.
Esses processos contribuem diretamente para um desenvolvimento mais robusto do
sistema vascular. Adicionalmente, alteragdes induzidas por esses microrganismos na
arquitetura radicular, como o fomento de raizes laterais e pelos radiculares,
potencializam a captagao de agua e nutrientes, suportando assim um sistema vascular
mais eficiente e adaptado (Bush; Sethi; Sablowski, 2022; Yang; Wang, 2016).
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Figura 8: Relagcdo das analises histomorfolégica para (A) floema, (B) xilema, (C) medula e (D) cortex
de colo de plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes
doses de Pb.FONTE: O autor, 2024.

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.
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Figura 9: Corte histoldgico de colo de plantas de crambe, (a) plantas sem inoculagdo e com o dobro
da dose maxima de Pb (360 mg kg -1), (b) plantas inoculadas com P. fluorescens e em contato com o
dobro da dose maxima de Pb (360 mg kg -1); ambas observadas com um aumento de 40x. FONTE: O
autor, 2024

A diferenciagéo e o desenvolvimento dos vasos condutores das plantas, tanto
xilematicos quanto floematicos, sdo processos intricados regulados por horménios
vegetais. Inicialmente, as giberelinas desempenham um papel fundamental, enquanto
auxinas e citocininas direcionam as fases posteriores, culminando com a intervencao
do etileno na formacéao final dos vasos. Este processo envolve a indugdo da morte
celular programada, essencial para a formagao do xilema, que é fundamental para o
transporte passivo de agua e nutrientes (Sorce et al., 2013).

A robustez do sistema vascular, especialmente o xilema, torna-se crucial sob
condigdes de estresse, como seca ou ataque de patdgenos, influenciando diretamente
a eficiéncia na translocagao de nutrientes. A interacdo com microrganismos benéficos
como A. brasilense pode significativamente melhorar a condutividade hidraulica das
plantas, essencial para manter um equilibrio hidrico eficaz (Pereyra et al., 2012;
Romero; Vega; Correa, 2014). Além disso, estudos indicam que a inoculagdo com A.
brasilense pode resultar no aumento do didmetro dos feixes vasculares, tanto no
xilema quanto no floema, promovendo uma melhor translocagdo de nutrientes e
reforgando a estrutura das plantas (Battistus, 2019; Boghdady; Ali, 2013; El-Afry et al.,
2012).

Portanto, a integracdo de horménios vegetais como giberelinas, auxinas,
citocininas e etileno, junto a inoculagado de bactérias promotoras de crescimento, &

fundamental para o desenvolvimento vigoroso do sistema vascular das plantas. Esta
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dindmica nao apenas contribui para a resiliéncia das plantas sob condi¢des adversas,
mas também real¢ca o potencial dessas interagcbes para melhorar a produtividade
agricola, oferecendo caminhos promissores para a agricultura sustentavel (Pereyra et
al., 2012; Romero; Vega; Correa, 2014; Sorce et al., 2013).

3.3.3. Teores totais de nutrientes em tecido vegetal - parte aérea

Nas plantas expostas ao Pb e inoculadas, observou-se uma redug¢do na
concentracdo de Ca na parte aérea comparativamente as nao inoculadas,
especialmente nas concentragbes de 180 mg kg' e 360 mg kg' de Pb, com o
tratamento sem inoculacdo apresentando valores 14,64% e 21,23% superiores,
respectivamente. Em contraste, na presenca de 90 mg kg™! de Pb, a inoculagdo com
A. brasilense resultou em um aumento de 19,08% na concentragao de Ca, enquanto
a P. fluorescens promoveu um incremento de 32,42%. Na auséncia de Pb, somente a
P. fluorescens induziu um aumento de 33,07% na concentragao de Ca comparado as
plantas ndo inoculadas, tais valores apresentam-se na Tabela 3.

Para o Mg e o N, ndo foram observadas diferengas significativas em nenhum
dos tratamentos. No entanto, para o P e o K, ambos os nutrientes mostraram um
aumento significativo com a inoculagdo. De forma geral, A. brasilense aumentou a
concentracao de P na parte aérea em 42,12% e a de K em 21,30%, enquanto a P.
fluorescens elevou a concentragao de P em 293,45% e a de Kem 102,34%, os valores
para os teores totais de nutrientes no tecido vegetal encontram-se na Tabela 3 abaixo.

P. fluorescens é reconhecida por sua contribuicao significativa na agricultura,
particularmente no combate a fitopatégenos, produzindo metabdlitos com
propriedades antipatogénicas. Esta espécie também €& capaz de converter fosfatos
nao disponiveis em formas acessiveis as plantas, um processo evidenciado em
estudos como os de Kazi et al. (2016) e Oliveira et al. (2015). Além disso, Hungria e
Nogueira (2021) destacam a multifuncionalidade das Pseudomonas, que vai desde a
solubilizacao de fosfato e sintese de fitohormbnios até a regulagdo do etileno via
enzima ACC deaminase e produgao de sideroforos, essenciais para a otimizagao da

absorcgao de nutrientes pelas plantas.

Tabela 3: Teores totais de macro e micronutrientes em parte aérea de plantas de
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crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes doses
de Pb.

Teores totais de nutrientes em parte aérea

Zero (0 mg Metade (90 Dose (180 mg | Dobro (360 mg
kg'de Pb) | mgkg’'dePb)| kg'dePb) kg' de Pb)

P. fluorescens 15,45 (b) | 17,07 (a) 12,47 (c) 10,78 (d)
Ca(g kg™ A. brasilense 11,61 (c) | 15,35 (a) 12,98 (b) 10,80 (c)

Controle 1266 (b)) | 12,89 (b) 14,33 (a) 12,73 (b)
P. fluorescens 229 (ab)| 2,78 (a) 1,71 (b) 2,13 (ab)
Mg (g kg™) A. brasilense 1,76 (b) | 2,75 (a) 2,37 (ab) 1,85 (b)

Controle 239 (ab)| 3,08 (a) 2,55 a) 1,75 (b)
P. fluorescens 52,71 (a) | 54,49 (a) 53,55 a) 52,53 (a
N (g kg™) A. brasilense 48,69 (a) | 58,03 (a) 52,08 a) 52,34 (a
Controle 50,78 (a) | 49,70 (a) 47,70 a) 49,49 a
)

P. fluorescens | 999,59 (c) | 848,79 (d) | 2089,8 a) |1169,11 a

Fe (mg kg™) A. brasilense 1222,82 (b a

(
(
(
(
(
439,47 (d) [1053,00 (c) |1247,80
(
(
(
(
(

)

)

) (a)

) (a)

) (a)

Controle 573,53 (c) | 389,64 (d) | 13324 b) [1640,46 (a)

P. fluorescens 14,25 (d) | 18,35 (c) 42,96 a) 31,28 (b)

Cu (mg kg™) A. brasilense 14,05 (d) | 16,65 (c) 40,60 a) 20,30 (b)
Controle 21,50 (b) | 14,16  (c) 72,73 a) 20,13 (b)

P. fluorescens 0,41 (d) | 0,71 (a) 0,49 c) 0,57 (b)

Zn (mg kg™') A. brasilense 0,43 (b) | 0,52 (a) 0,55 (a) 0,53 (a)
Controle 0,48 (b) | 0,53 (a) 0,55 (a) 0,55 (a)

P. fluorescens 78,82 (a) | 73,76 (b) 67,06 (c) 70,66 (b)

Mn (mg kg™) A. brasilense 57,43 (c) | 70,75 (bc) | 81,72 (a) 72,78 (b)
Controle 81,02 (a) | 73,19 (b) 77,76 (a) 62,65 (c)

Notas: Limites de quantificagédo (LQ): Ca = 0,009; Mg = 0,005; Fe = 0,01; Cu = 0,01; Zn = 0,01, Mg =
0,01. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha. FONTE: O autor, 2024

Em contrapartida, a pesquisa de Felix et al. (1999) revelou que Brassica juncea
extraiu baixas quantidades de Pb em solos fortemente contaminados, alcancando
apenas 0,6 mg kg™'. Paralelamente, A. brasilense desempenha um papel crucial na
assimilagdo de N e na influéncia sobre a secregdo de hormdnios vegetais, o que foi
discutido por Okon e ltzigsohn (1995), ressaltando sua importancia no crescimento
vegetal. Hungria et al. (2011) e outros estudos subsequentes confirmaram esses
beneficios em diversas plantas, incluindo capim-braquiaria e capim tamani, com
incrementos significativos em N, P, K e Ca apds a inoculagdo com A. brasilense
(Andrade et al., 2022; Hungria; Nogueira, 2021).

Adicionalmente, a solubilizacdo de fosfato por Pseudomonas é um aspecto
fundamental, com estudos como os de Silva et al. (2007) e Siqueira et al. (2018)

demonstrando aumentos significativos nos teores de P e N em feijdo e milho,
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respectivamente. No contexto da contaminacao por Pb, a situacao se complica, como
mostrado por Li et al. (2016), que apontaram os efeitos adversos do Pb na atividade
microbiana e disponibilidade de macronutrientes. Pesquisas mais recentes, como as
de Shaari et al. (2024) e Collin et al. (2022), sugerem que o Pb pode reduzir a
disponibilidade de macronutrientes por formar complexos insoluveis, além de induzir
estresse oxidativo.

Outras investigagcdes destacam a capacidade de certas bactérias de
transformar o Pb em formas menos téxicas, potencialmente diminuindo sua
biodisponibilidade para as plantas (Violante et al., 2010). A simbiose com
microrganismos, incluindo fungos e bactérias como as do género Azospirillum e
Pseudomonas, revela-se crucial na otimizacdo da nutricdo mineral das plantas,
especialmente em solos contaminados por Pb (Ma et al., 2013; Upadhayay et al.,
2020). Finalmente, Flores-Aguilar et al. (2020) corroboram a eficacia da inoculagao
com A. brasilense em aumentar significativamente os teores de K, N e P em Brassica
oleracea var. Royal vantage, destacando o potencial das estratégias de inoculagéo
microbiana para mitigar os efeitos de contaminantes no solo e promover a saude e
nutricdo vegetal, delineando um caminho promissor para praticas agricolas mais

sustentaveis.

3.3.4. Teores totais de nutrientes em tecido vegetal - radicular

No tecido radicular, ndo houve aumento na acumulagdo de Ca em plantas
inoculadas, mantendo-se valores similares ou inferiores aos do tratamento nao
inoculado, exceto para A. brasilense em uma concentragido de 180 mg kg™ de Pb,
onde houve um acréscimo de 2,63% em comparagao ao tratamento n&o inoculado.
Um padrdo semelhante foi observado para o Mg, onde apenas as raizes expostas a
90 mg kg™' de Pb e inoculadas com A. brasilense mostraram um aumento de 37,24%
na concentragdo de Mg. A inoculagdo com ambas as bactérias resultou em aumentos
significativos para P e K similares aos observados na parte aérea, observamos tais

valores na Tabela 4 a seguir.
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Tabela 4: Niveis nutricionais de macro e micronutrientes em tecido radicular de
plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a
diferentes doses de Pb.

Teores totais de nutrientes em raizes

Metade (90 Dose (180 Dobro (360
Zero (0 mg mg kg! de mg kg de mg kg de
kg de Pb) Pb) Pb) Pb)

P. fluorescens 111,89 (a)| 84,01 (b) | 82,83 (bc)| 81,65 (c)
Ca (g kg™) A. brasilense 82,04 (d)| 100,68 (a)| 88,40 (c) | 92,95 (b)
Controle 110,23 (c)| 118,30 (b) | 86,13 (d) | 157,89 (a)
P. fluorescens 1496 (a)| 1496 (a)| 654 (b) | 14,01 (a)
Mg (g kg™) A. brasilense 12,71 (c)| 22,22 (a) | 14,71 (b) 8,67 (d)
Controle 2400 (a)| 16,19 (b) | 1460 (c) | 16,70 (b)
P. fluorescens 192,54 (b)| 147,01 (c) | 340,08 (a) | 196,92 (b)
Fe (mg kg™) A. brasilense 388,31 (a)| 246,81 (d) | 317,96 (c) | 327,94 (b)
Controle 915,07 (a)| 112,82 (d) | 735,38 (b) | 199,81 (c)
P. fluorescens 1551 (d)| 77,18 (c) | 117,36 (a) | 98,68 (b)
Cu (mg kg™) A. brasilense 175,03 (b)| 138,85 (d) | 153,31 (c) | 394,06 (a)
Controle 33,86 (c)| 3246 (c) | 112,91 (b) | 337,7 (a)
P. fluorescens 39,65 (b)| 36,72 (c) | 42,47 (a) | 43,69 (a)
Zn (mg kg™') A. brasilense 4590 (d)| 53,17 (b)| 55,31 (a) | 50,28 (c)
Controle 62,33 (c)| 50,23 (d)| 68,13 (b) | 84,51 (a)
P. fluorescens 128,17 (a)| 39,78 (d)| 71,97 (b) | 56,65 (c)
Mn (mg kg™') A. brasilense 63,20 (b)| 64,64 (b)| 66,90 (b) | 77,98 (a)
Controle 129,24 (c)| 67,98 (d) | 142,10 (b) | 156,84 (a)

Notas: Limites de quantificagédo (LQ): Ca = 0,009; Mg = 0,005; Fe = 0,01; Cu = 0,01; Zn = 0,01, Mg =
0,01. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha. FONTE: O autor, 2024

Em geral, os micronutrientes estavam em concentragdes mais elevadas nos
tratamentos inoculados com P. fluorescens, especialmente nas doses mais altas de
Pb, com aumentos de 29,75% para o Fe, 16,63% para o Cu e 1,88% para o Zn,
enquanto o Mn ndo apresentou variagdes significativas com a inoculagao de qualquer
uma das bactérias como observado na Tabela 4.

O Fe no tecido radicular mostrou um aumento de 64,12% com a inoculagao de
A. brasilense em condigbes de exposigdo a 300 mg kg de Pb, enquanto na presenca
de 90 mg kg™' de Pb, a inoculagdo com A. brasilense resultou em um aumento de
118,76% e a P. fluorescens promoveu um aumento de 30,30% no conteudo de Fe
como observado na Tabela 4.

A concentragédo de Cu no tecido radicular aumentou progressivamente com a
inoculagdo de A. brasilense sob todas as concentracées de Pb testadas, com
incrementos de 416,92%, 327,88%, 35,62% e 16,68% para os tratamentos sem
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adigdo de Pb, 90 mg kg™', 180 mg kg e 360 mg kg™ de Pb, respectivamente, tais
valores encontram-se detalhados na Tabela 4.

Os niveis de Zn e Mn no tecido radicular ndo apresentaram aumentos
significativos devido a inoculagdo nos tratamentos observados na Tabela 4.

Torres-Torres et al. (2022) relataram melhorias notaveis na altura e no
desenvolvimento geral de Brassica napus ap0s a inoculagdo com Azotobacter sp. e
A. brasilense. Microrganismos promotores de crescimento, como bactérias e fungos,
sdo fundamentais para otimizar o desenvolvimento vegetal, mesmo em ambientes
adversos, como solos contaminados por metais toxicos. Esses microrganismos
estabelecem uma simbiose vital com as raizes das plantas, n&o apenas
incrementando a absorgdo de nutrientes, mas também elevando a resiliéncia das
plantas a estresses abidticos, incluindo a toxicidade por Pb. Este mecanismo destaca-
se como um elemento chave na promog¢ao da sanidade vegetal e na mitigagcao dos
impactos negativos resultantes da contaminagédo por metais, conforme evidenciado
por estudos como os de Alotaibi et al. (2021), Ferrol et al. (2016) e Gong & Tian (2019).

3.3.5. Teores totais de chumbo

A concentracdo de Pb na parte aérea das plantas mostrou uma resposta
significativa a inoculagdo para todas as concentragcbes testadas, indicando um
aumento na acumulagao de Pb na parte aérea. No tratamento sem adi¢ao de Pb, mas
com a quantidade pré-existente no solo, as plantas ndo inoculadas apresentaram 1,15
mg kg' de Pb, enquanto as inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens
apresentaram 1,28 mg kg™' e 1,37 mg kg™', respectivamente. Em relagio ao tratamento
com 90 mg kg de Pb, as plantas n&o inoculadas tinham 2,28 mg kg-! de Pb, contra
4,12 mg kg™' com A. brasilense e 3,37 mg kg™' com P. fluorescens. Essa tendéncia se
manteve para as concentragdes mais altas de Pb, com as plantas inoculadas
acumulando significantemente mais Pb do que as n&o inoculadas, valores detalhados
na Tabela 5.

O teor de Pb no tecido radicular também aumentou com a inoculacdo de ambas
as bactérias, demonstrando que a inoculagdo potencializa a absorgado deste metal.
Nas plantas expostas a 90 mg kg’ de Pb, as raizes inoculadas com A. brasilense e

P. fluorescens tiveram teores 73,71% e 48,28% maiores, respectivamente, do que as
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plantas nao inoculadas. Para a concentragdo de 180 mg kg™' de Pb, a absorgao pelo
tecido radicular foi 88,73% maior com A. brasilense e 63,28% maior com P.
fluorescens, e na presenca de 360 mg kg de Pb, as plantas inoculadas com A.
brasilense apresentaram um acréscimo de 83,34% na concentracao radicular de Pb,
enquanto com P. fluorescens, o aumento foi de 49,44% valores observados na Tabela

5 a sequir.

Tabela 5: Teores totais de Pb encontrado em solo, raizes e parte aérea de plantas de
crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes doses
de Pb.

Teores totais de Chumbo (mg kg-1)

Metade (90 | Dose (180 Dobro (360
Zero (Omg | mgkg'de | mgkg'de mg kg de
kg de Pb) Pb) Pb) Pb)

P. fluorescens 6,67 (d) | 58,86 (c) | 111,66 (b)| 247,28 (a)
Solo A. brasilense 6,03 (d) | 4244 (c) | 89,99 (b)| 186,16 (a)
Controle 755 (d) | 89,14 (c) | 155,81 (b)| 326,11 (a)
P. fluorescens 249 (d) | 519 (c) | 14,01 (b)| 36,24 (a)
Raizes A. brasilense 255 (d) | 6,08 (c) | 16,08 (b)| 44,46 (a)
Controle 242 (d) | 3,50 (c) 858 (b)| 2425 (a)
P. fluorescens 1,37 (d) | 3,79 (¢) 6,48 (b)| 19,30 (a)
Parte aérea A. brasilense 1,28 (d) | 4,12 (¢) 799 (b)| 23,87 (a)
Controle 1,15 (d) | 228 (¢) 418 (b)| 1259 (a)

Notas: Limites de quantificacdo (LQ): Pb = 0,01. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo
corresponde sempre a médias encontradas na mesma linha. FONTE: O autor, 2024

A absorcao de Pb pelas plantas ocorre predominantemente na forma bivalente
(Pb?*), um processo essencialmente passivo que se da por meio dos pelos
radiculares, conforme documentado por Kabata-Pendias e Pendias (2001). Esse
metal exerce um impacto negativo sobre a nutricdo vegetal, reduzindo a
disponibilidade de varios macronutrientes cruciais, um efeito amplamente atribuido a
competicao entre o Pb e outros cations como Ca, Mg, Cu, Fe e K (Sharma; Singhvi,
2017). Estudos com milho indicam que a presenga de Pb reduz significativamente os
niveis de Ca e K, afetando processos vitais como a fotossintese, mitose e absorgao
de agua, o que ilustra os desafios impostos pela contaminagao por Pb a fisiologia das
plantas (Huang et al., 2005; Malavolta; Vitti; Oliveira, 1997).

Microrganismos, incluindo as bactérias P. fluorescens e A. brasilense, podem
desempenhar um papel na solubilizagdo do Pb no solo por meio da excre¢ao de acidos

organicos e exsudatos que acidificam o entorno radicular, melhorando a solubilidade
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de compostos insoluveis de Pb. A producao de sideréforos por Pseudomonas pode
ser crucial neste processo, pois esses compostos podem ligar-se ao metal,
aumentando sua mobilidade no solo (Battistus, 2019; Jeyalakshmi & Kanmani, 2008;
Souza, 2013b).

A formacgao de complexos insoluveis com ions de macronutrientes e a indugéo
de estresse oxidativo sdo mecanismos adicionais pelos quais o Pb compromete a
absorcao e transporte de nutrientes essenciais, conforme descrito por Collin et al.
(2022), Shaari et al. (2024) e Sharma & Dubey (2005). Além disso, pesquisas
destacam o potencial benéfico de microorganismos especificos, como bactérias e
fungos, na conversado do Pb em formas menos nocivas, um processo que nao apenas
mitiga os impactos deletérios do metal, mas também promove a nutrigdo mineral das
plantas em ambientes contaminados (Upadhayay et al., 2020; Violante et al., 2010).
Bactérias fixadoras de nitrogénio ou solubilizadoras de fosfato desempenham um
papel notavel na melhoria da absor¢do de macronutrientes em solos contaminados
por Pb (Ma et al., 2013).

Os resultados deste estudo alinham-se com a literatura existente, ressaltando
o papel crucial de grupos especificos de microrganismos em facilitar a absorgédo de
metais toxicos pelas plantas. Bactérias solubilizadoras de fosfato do género
Pseudomonas foram mostradas transformando quimicamente o Pb no solo em formas
mais acessiveis para as plantas, conforme evidenciado em diversos estudos (Arslan
et al., 2017; Khan; Jhung, 2017; Ojuederie; Babalola, 2017; Wang et al., 2022). A
presenca de Pb no ambiente provoca uma série de impactos negativos no
desenvolvimento das plantas, desde a inibicdo do crescimento das raizes até
mudancas metabolicas e toxicidade celular, devido a interferéncia na absorgcao e
transporte de nutrientes essenciais (Alkhatib et al., 2019; Colin et al., 2013; Sharma;
Dubey, 2005).

Varios fatores influenciam a capacidade de biossorg¢ao desses microrganismos,
incluindo concentragcbes de metais, fisiologia e composi¢ao celular, bem como a
estrutura das células microbianas (Li et al., 2019). Importante, substancias poliméricas
extracelulares produzidas por bactérias, como glicoproteinas, substancias humicas,
lipidios, polissacarideos, proteinas e acido urénico, desempenham um papel vital nos
processos de remogao de metais toxicos de ambientes poluidos (Gupta; Diwan, 2017,
Li; Yu, 2014). Além disso, processos incluindo complexagao, troca ibnica e

precipitacdo superficial sdo conhecidos como os principais mecanismos nas
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interagbes com ions metalicos (Li; Yu, 2014).

No contexto da biorremediacdo de Pb, bactérias resistentes a este metal
utilizam varios mecanismos para sua detoxificacéo, incluindo biossor¢do, mecanismo
de efluxo, precipitacdo induzida, sequestro extracelular e bioacumulagao intracelular
de Pb (Jarostawiecka; Piotrowska-Seget, 2014), reiterando a versatilidade e eficacia

de microrganismos no tratamento de solos contaminados com metais toxicos.

3.3.6. Teores de nutrientes encontrados no solo

Tanto para as raizes quanto para o solo, o teor total de Ca foi superior nas
plantas ndo inoculadas. Ao analisar a média harmdnica entre todos os tratamentos
com diferentes concentracdes de Pb, que também representam os valores das médias
isoladas, constatou-se que o teor de Ca no solo n&o inoculado foi de 22,52 g kg™'. Nos
solos tratados com A. brasilense, o teor de Ca foi de 16,99 g kg, e nos solos
inoculados com P. fluorescens, foi de 19,86 g kg™'. O teor de Ca disponivel para as
plantas no solo ndo inoculado foi de 7,53 cmolc/dm?. Nos solos com A. brasilense, foi
de 7,15 cmolc/dm?3, e com P. fluorescens, de 6,89 cmolc/dm?, tais valores podem ser
observados nas Tabelas 6 para teores totais e Tabela 7 para teores disponiveis.

O Mg seguiu padriao semelhante, com teores totais de 6,02 g kg™' para solos
nao inoculados, 4,90 g kg™ para solos tratados com A. brasilense e 4,69 g kg™ para
solos com P. fluorescens. Os teores de Mg disponiveis foram de 3,76 cmolc/dm? para
solos nao inoculados, 3,32 cmolc/dm? para solos com A. brasilense, e 3,30 cmolc/dm?
para solos com P. fluorescens (Tabela 6 e 7).

Houve uma diferencga significativa nos teores totais e disponiveis de P em solos
inoculados. O solo ndo inoculado apresentou um teor total de P de 52,25 mg kg™' e
um nivel disponivel de 12,33 mg kg'. Nos solos com A. brasilense, os teores foram
de 63,12 mg kg™ (total) e 19,62 mg kg-! (disponivel), e nos solos com P. fluorescens,
de 66,34 mg kg™ (total) e 24,20 mg kg™' (disponivel) (Tabela 6 e 7).
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Tabela 6: Teores totais de macro e micronutrientes em solo apds o cultivo de plantas
de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes
doses de Pb.

Nutrientes totais de nutrientes no solo

Metade (90 Dobro (360
Zero (0 mg mg kg de |Dose (180 mg| mgkg"'de
kg de Pb) Pb) kg de Pb) Pb)

P. fluorescens 22,30 (b)| 24,42 (a) 14,51 (d)| 18,17 (c)
Ca (g kg™ A. brasilense 17,97 (a)| 16,70 (b) 17,72 (a)| 16,60 (c)
Controle 2225 (c)| 26,80 (a)| 25,32 (b)| 1572 (d)
P. fluorescens 5,32 (a)| 4,89 (b) 4,02 (d) 4,52 (c)
Mg (g kg™) A. brasilense 5,34 (@] 5,21 (a) 4,61 (b) 4,47 (b)
Controle 6,25 (b)| 742 (a) 5,76 (c)| 4,67 (d)
P. fluorescens | 1012,49 (c)| 916,75 (d) | 1118,12 (a)| 1083,63 (b)
Fe (mg kg™) A. brasilense 1046,65 (b)| 853,97 (d) | 965,00 (c)| 1105,92 (a)
Controle 1061,23 (a)| 987,24 (b) | 977,94 (c)| 1063,81 (a)
P. fluorescens 82,27 (b)| 56,75 (c) 141,5 (a)| 81,75 (b)
Cu (mg kg™) A. brasilense 82,89 (a)| 83,75 (a)| 59,00 (b)| 82,50 (a)
Controle 64,37 (c)| 77,75 (a) 64,25 (c)| 6950 (b)
P. fluorescens 1,77 (@)| 0,56 (bc) 0,88 (b) 0,45 (c)
Zn (mg kg*') A. brasilense 0,57 (b)| 0,83 (b) 1,37 (a) 1,50 (a)
Controle 0,94 (b)| 0,97 (b) 2,71 (a) 0,37 (c)
P. fluorescens 13,26 (a)| 9,52 (b) 13,47 (a)| 13,40 (a)
Mn (mg kg™) A. brasilense 11,79 (b)| 10,65 (c) 10,52 (¢)| 12,40 (a)
Controle 9,57 (c)| 11,68 (b) 11,72 (b)| 12,40 (a)

Notas: Limites de quantificagédo (LQ): Ca = 0,009; Mg = 0,005; Fe = 0,01; Cu = 0,01; Zn = 0,01, Mg =
0,01. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha. FONTE: O autor, 2024
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Tabela 7: Teores de macronutrientes disponiveis/trocaveis a fim de fertilidade do solo
em solo apds o cultivo de plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P.
fluorescens em resposta a diferentes doses de Pb.

Teores disponiveis de macronutrientes no solo

Metade (90 | Dose (180 | Dobro (360
Zero (0 mg | mg kg' de | mgkg'de | mg kg de
kg de Pb) Pb) Pb) Pb)
P. fluorescens 736 (b)| 656 (c)| 6,07 (d)| 7,94 (a)
Ca (cmolc/dm?) A. brasilense 774 (a)| 650 (c)| 7,25 (b)| 7,13 (b)
Controle 749 ()| 734 ()] 0,39 ()| 7,89 (a)
P. fluorescens 289 (c)| 385 (a)| 29 (c)| 3,51 (b)
Mg (cmolc/dm?) A. brasilense 280 (c)| 383 (a)| 3,46 (b)| 3,19 (b)
Controle 334 (b)| 446 (a)| 4,26 (a)| 2,97 (b)
P. fluorescens 063 (d)| 0,81 (c)| 0,87 (a)| 0,84 (b)
K (cmolc/dm?) A. brasilense 063 (c)| 084 (b)| 0,89 (a)| 0,82 (b)
Controle 052 (c)| 068 (a]| 065 (b)| 063 (b)
P. fluorescens 2446 (a)| 24,6 (a)| 24,23 (a)| 23,52 (b)
P (mg/dm3) A. brasilense 20,43 (a)| 20,31 (a)| 19,51 (b)| 18,23 (c)
Controle 1494 (a)| 1430 (b)]| 12,23 (c)| 9,00 (d)

Notas: Limites de quantificagédo (LQ): Ca = 0,009; Mg = 0,005; Fe = 0,01; Cu = 0,01; Zn = 0,01, Mg =
0,01. Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha. FONTE: O autor, 2024

O K apresentou um padrdo semelhante ao P, com solos n&do inoculados
mostrando uma concentragdo total de 289,34 mg kg e 0,48 cmolc/dm? disponivel.
Nos solos com A. brasilense, os teores foram de 552,23 mg kg™ (total) e 0,80
cmolc/dm? (disponivel), e nos solos com P. fluorescens, de 547,25 mg kg™ (total) e
0,79 cmolc/dm? (disponivel) (Tabela 6 e 7).

Entre os micronutrientes, P. fluorescens proporcionou um aumento de 4% nos
niveis de Fe. O Cu teve incrementos de 11,70% em solos com A. brasilense e de
31,32% com P. fluorescens. Nao houve aumentos significativos nos niveis de Zn com
a inoculagao. Para o Mn, apenas P. fluorescens promoveu um aumento de 9,43% em
comparagao com as plantas nao inoculadas (Tabela 6 e 7).

As medicdes da concentracdo de Pb no solo apds o experimento revelaram
resultados notaveis. Os solos que nao receberam adicdo de Pb exibiam uma baixa
concentracdo natural deste metal. Ao final do experimento, o solo ndo inoculado
apresentou uma concentragdo de 7,55 mg kg™' de Pb, enquanto nos solos inoculados
com P. fluorescens, essa concentragao caiu para 6,67 mg kg-1, e para A. brasilense,
foi ainda menor, atingindo 6,03 mg kg-1. Nos solos expostos a 90 mg kg™' de Pb, a

diferenca se tornou mais pronunciada em comparagao aos solos sem presenca de
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bactérias, registrando 89,41 mg kg™' para solos ndo inoculados, 42,44 mg kg para
solos tratados com A. brasilense e 58,86 mg kg™! para solos com P. fluorescens. Para
a concentragédo de Pb de 180 mg kg, os resultados foram de 155,81 mg kg’ para
solos n&o inoculados, 89,99 mg kg™! para solos inoculados com A. brasilense, e 111,66
mg kg™ para solos inoculados com P. fluorescens. Na maior concentragdo testada,
360 mg kg de Pb, os solos ndo inoculados apresentaram 326,11 mg kg™!, enquanto
os solos com A. brasilense mostraram 186,16 mg kg™' e com P. fluorescens, 247,28
mg kg, indicando uma redugéo significativa na presenca de A. brasilense (Tabela 6
e’).

Um aspecto fundamental das bactérias promotoras de crescimento vegetal é
sua capacidade de solubilizar fosfatos, essencial para o desenvolvimento das plantas,
dado que o P atua como um regulador em vias metabdlicas e reagdes bioquimicas
(Taiz; Zeiger, 2017). Nos Latossolos Vermelhos Distroférricos dos trépicos, como no
Cerrado, onde os solos argilosos s&o ricos em oxidos de Fe e Al, grande parte do P
fica fixado, tornando-se inacessivel as plantas. Malavolta (1980) observou que, apesar
de presente em grandes quantidades, o P frequentemente se apresenta em formas
insoluveis.

Os microrganismos promovem a solubilizagdo dos fosfatos principalmente pela
exsudacao de uma diversidade de acidos organicos, como acido glucénico, citrico e
oxalico, entre outros (Marciano Marra et al., 2012).

Além disso, microrganismos como P. fluorescens e A. brasilense sao cruciais
para aumentar a absorcdo de Pb pelas plantas, resultando em uma menor
concentracao deste metal no substrato. Tais estudos sugerem que estes
microrganismos podem diretamente aumentar a mobilidade e a biodisponibilidade de
metais no solo, facilitando sua absorgéo pelas plantas através da produgao de agentes
quelantes ou modificando o pH do solo (Glick, 2014; Ma et al., 2013; Wu et al., 2016).
A significativa redugao nas concentragdes de Pb soluvel observada apds a inoculagao
com A. brasilense e P. fluorescens demonstra a eficacia desses microrganismos em
solubilizar o Pb, reduzindo sua disponibilidade ambiental (De; Ramaiah; Vardanyan,
2008; Heidari; Panico, 2020; Naik; Dubey, 2013).

A eficacia das cepas bacterianas em melhorar a fitoextragdo de metais toxicos
sugere uma abordagem promissora para combinar a remediagdo do solo com a
produgao agricola sustentavel, incrementando o crescimento das plantas enquanto

também aumenta a absorcdo de contaminantes metalicos (Pilon-Smits, 2005;
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Vangronsveld et al., 2009). Contudo, devido as limitagbes da fitoextragdo para a
recuperacao de Pb, a fitoestabilizacdo surge como uma alternativa viavel, com
bactérias promotoras do crescimento de plantas sendo eficazes na redugdo da
mobilidade do Pb, tornando-se uteis para sua estabilizagdo no solo (Egendorf et al.,
2020; Shabaan et al., 2021).

A importadncia econbmica da fitorremediagdo para limpar areas agricolas
contaminadas é destacada por estudos recentes, como os realizados na China,
mostrando ser uma opgéo preferida entre os agricultores (Yan; Wang; Yang, 2022). A
possibilidade de integrar fitorremediacdo e cultivo agricola ndo apenas aumenta o
apelo econdmico da abordagem, mas também requer uma consideragado cuidadosa
das combinacbdes de tipos de solo, espécies/variedades de plantas e praticas
agrondmicas, juntamente com um monitoramento diligente dos contaminantes (Haller;
Jonsson, 2020).

Portanto, a interac&do entre plantas e microrganismos desempenha um papel
critico em aumentar a eficacia da fitorremediacédo, oferecendo aplicacbes praticas
significativas para a recuperacdo de solos contaminados por metais toxicos e
promovendo uma agricultura mais sustentavel (Gladkov et al., 2023). Esta sintese dos
mecanismos e impactos da fitoextracio assistida por microbios enfatiza a importancia
de pesquisas continuas para otimizar estratégias eficazes de biorremediacao,
contribuindo para mitigar desafios ambientais e promover praticas agricolas resilientes
e sustentaveis.

O pH do solo manteve-se estavel, variando entre 7,20 e 7,90 em todos os
tratamentos avaliados, indicando que as alteragdes na concentracdao de Pb nao

afetaram significativamente a acidez do solo observados na Figura 10 a seguir.
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Figura 10: Influéncia do pH do solo em relagdo aos tratamentos com plantas de crambe inoculadas
com A. brasilense e P. fluorescens em resposta a diferentes doses de Pb. FONTE: O autor, 2024
Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

A manutencdo da estabilidade do pH do solo em estudos de contaminacéo e
recuperacao € um indicador crucial, pois sugere que as variagdes na disponibilidade
e absorcao de metais toxicos, sao diretamente influenciadas por mudancas no pH.
Esse aspecto indica que os beneficios observados na modulagao da absorgao de Pb
devem ser atribuidos a fatores além da mera alteracdo da acidez ou alcalinidade do
solo.

Este fenbmeno pode ser elucidado através de mecanismos bioquimicos e
fisiolégicos especificos, que sao induzidos pela atividade dos microrganismos
inoculados. Entre esses mecanismos, destacam-se a biossorcao, a bioprecipitacao e
a transformacdo quimica do Pb. Estes processos sdo frequentemente mediados por
enzimas ou metabolitos produzidos pelos microrganismos. Por exemplo, certos
microrganismos tém a capacidade de secretar substancias quelantes que se ligam ao
Pb, reduzindo sua mobilidade e toxicidade ao formar complexos estaveis. Além disso,
esses microrganismos podem alterar a valéncia do Pb, tornando-o menos soluvel e,
consequentemente, menos disponivel para as plantas, o que contribui para uma
menor absor¢do do metal pelas plantas (Chavez Apare, 2019; Domingos, 1997,
Florida Rofner et al., 2019).
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3.3.7. indice de acumulag3o e translocagio

A inoculagao aumenta notavelmente o indice de acumulacéo de Pb observados
na Figura 11 em plantas de crambe, com o aumento sendo mais pronunciado
conforme a concentracdo de Pb no solo se eleva. A A. brasilense se sobressaiu,
impulsionando consideravelmente o indice de acumulagdo em 34,04%, 258,20%,
225%, e 227,27% para as concentragdes de 0 mg kg', 90 mg kg™, 180 mg kg-1, e
360 mg kg-1 de Pb, respectivamente. Em contraste, a P. fluorescens apresentou
indices de acumulagéo menores, com 23,40%, 150%, 125%, e 100% para as mesmas

concentracoes de Pb, respectivamente.
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Figura 11: Indice de acumulagéo para plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P. fluorescens
em resposta a diferentes doses de Pb. FONTE: O autor, 2024

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

Sem variagdes significativas, o indice de translocacao observados na Figura 12
manteve-se estavel entre os tratamentos. A fitoextragdo, empregando a absor¢ao
pelas raizes e acumulagcdo nas partes aéreas para remover contaminantes
inorganicos, é reafirmada como uma técnica efetiva para a descontaminagao de solos

(Vamerali; Bandiera; Mosca, 2010).
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Figura 12: Indice de translocagdo para plantas de crambe inoculadas com A. brasilense e P.
fluorescens em resposta a diferentes doses de Pb. FONTE: O autor, 2024

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de
probabilidade (n=4), dentro do mesmo grupo. O grupo corresponde sempre a médias encontradas na
mesma linha.

Plantas com fatores de acumulagao e de translocacdo superiores a um sao
reconhecidas por seu potencial como fitoextratoras de metais toxicos, devido a sua
capacidade de concentrar o contaminante predominantemente em suas partes
aéreas. Esta caracteristica as torna ideais para processos de fitorremediacao,
conforme destacado por Boechat (2014) e Souza et al. (2013). O fator de acumulagao
avalia a habilidade de uma planta em absorver metais do solo e acumula-los em sua
biomassa, classificando-as em acumuladoras, indicadoras ou exclusoras.
Paralelamente, o fator de translocacdo mede a eficiéncia com que uma planta
transporta o metal das raizes para a parte aérea, sendo que um fator de translocagao
maior que um é indicativo de uma espécie eficiente em fitoextragdo, como apontado
por Tiwari et al. (2011).

No contexto bacteriano, espécies como Pseudomonas spp. foram isoladas e
aplicadas com sucesso em estratégias de biorremediacdo de metais todxicos,
demonstrando a eficacia desses microrganismos nos processos de descontaminagao
do solo e da agua. Estudos recentes, como os de Chen et al. (2017), Dabir et al.
(2019), Kalita & Joshi (2017) e Pramanik et al. (2018), ilustram esta aplicagdo. Cepas

bacterianas resistentes a metais utilizam uma variedade de mecanismos, incluindo
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sequestro extracelular e intracelular, assim como biossorcado pela superficie celular,
para mitigar a toxicidade dos ions metalicos em ambientes contaminados, conforme

evidenciado por Huang et al. (2018) e Kushwaha et al. (2018).

3.4. CONCLUSAO

Este estudo destaca a biorremediagdo como uma estratégia promissora e
sustentavel para o tratamento de solos contaminados com Pb. A utilizagcao de Crambe
abyssinica, em conjunto com microrganismos especificos, demonstrou néo apenas a
capacidade de melhoria da qualidade do solo e da sanidade vegetal, mas também um
método eficiente para aumentar a absor¢cdo e a acumulagcdo desse elemento pelas
plantas.

A bactéria P. fluorescens demonstrou-se altamente eficaz em promover o
crescimento das plantas de crambe, aumentando significativamente o comprimento
total, a biomassa fresca e seca, e a acumulacdo de Pb nas partes aéreas. Este
microrganismo também melhorou a solubilizagdo de fosfatos, contribuindo para uma
melhor nutricdo das plantas em solos contaminados.

A bactéria A. brasilense mostrou-se igualmente eficiente em promover o
desenvolvimento das plantas. Este microrganismo contribuiu para a fixagao biolégica
de nitrogénio e a sintese de fitohormdnios, resultando em um crescimento mais
robusto e gerando a resisténcia das plantas ao estresse causado pela contaminagao
por Pb.

Ambos os microrganismos foram eficazes na redugcdo da concentragcéo de Pb
no solo, tornando-o menos disponivel e téxico para as plantas. A inoculagdo com P.
fluorescens e A. brasilense resultou em uma menor concentragao de Pb no solo apds
o experimento, indicando a eficiéncia desses microrganismos na remediagao de solos
contaminados.

A combinacdo de Crambe abyssinica com P. fluorescens mostrou-se
particularmente promissora para a fitoextracdo de Pb, devido a alta acumulacdo do
metal nas partes aéreas das plantas. Este estudo reforca o potencial dos
microrganismos promotores de crescimento como aliados na biorremediag&o de solos

contaminados, promovendo uma agricultura mais sustentavel.
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4. CAPITULO IV: CONSIDERAGOES FINAIS

Os estudos realizados reforgcaram a relevancia e eficacia de estratégias de
biorremediagcédo aliada a fitoremediacdo na mitigagdo da contaminagdo por metais
pesados, como chumbo e cadmio, em solos agricolas. A utilizacdo de Crambe
abyssinica juntamente com a inoculag&o de bactérias promotoras de crescimento, tais
como Azospirillum brasilense e Pseudomonas fluorescens, provou ser uma
abordagem eficiente, robusta e sustentavel. Estas técnicas ndo apenas reduziram a
biodisponibilidade dos metais, mas também promoveram uma melhoria significativa
na saude e crescimento das plantas, demonstrando a viabilidade desta abordagem
para praticas agricolas sustentaveis.

Os resultados obtidos indicam que a inoculagdo com microrganismos
especificos resulta em um aumento substancial no crescimento das plantas e na
capacidade de fitoextragdo e acumulagao de metais nas partes aéreas, facilitando a
extracao e potencial reciclagem dos metais. Esta capacidade de acumulagao é crucial
para a eficacia da fitorremediagdo mostrando que a biorremediagcdo com
microrganismos especificos otimiza significativamente a remogéo de contaminantes
do solo.

A melhoria na absorcdo de macronutrientes e a produgao de fitohorménios
pelos microrganismos inoculados sao aspectos fundamentais que contribuem para o
sucesso das estratégias de remediacéo. Estes resultados sublinham a importancia de
continuar a pesquisa e desenvolvimento em tecnologias que utilizem plantas e
bactérias para a recuperacgao de solos contaminados. Estudos futuros devem explorar
a interacdo entre diferentes espécies de plantas e microrganismos em diversas
condigbes ambientais para estabelecer abordagens ainda mais eficazes.

Além disso, € crucial a colaboragéo entre cientistas, industria e governos para
implementar essas solugdes de maneira eficaz, assegurando que as tecnologias de
biorremediagcdo sejam acessiveis e praticas. Isso ndo s6 ajudara a mitigar os
problemas de contaminacao existentes, mas também promovera praticas de uso de
terra que preservem os recursos naturais para geragoes futuras, sustentando a saude
do ecossistema e a biodiversidade.

Portanto, a integracao da fitorremediagdo com a biorremediagcédo representa

uma abordagem promissora para a recuperacao de areas degradadas por metais
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pesados, oferecendo um caminho viavel para a restauragao ecoldgica e a promogao
de uma agricultura mais limpa e sustentavel. Esta sintese dos estudos reforga a
necessidade de uma abordagem integrada que combine pesquisa académica e
aplicagao pratica para desenvolver estratégias sustentaveis de manejo ambiental e

agricola.



