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RESUMO

SANCHEZ, Sael Elias. Potencialidades de um ecossistema cubano contaminado com
metais pesados para uma proposta estratégica de recuperaciao. 2013. 69f. Doutorado
(Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de
Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Atualmente, observa-se cada vez mais o aumento pela procura de ferramentas que possam ser
usadas na recuperagdo de dreas contaminadas. Uma dessas ferramentas € o monitoramento da
estrutura da comunidade microbiana e a fauna do solo. Assim sendo, bactérias e fungos
formadores de micorrizas (FMAs) podem contribuir no desenvolvimento de mecanismos em
busca de solucdes para minimizar os impactos em diversos em ecossistemas degradados,
sempre procurando reduzir os custos envolvidos nessas atividades. O ecossistema estudado
apresenta niveis elevados de contaminacao por metais pesados. Por tal motivo, os objetivos da
pesquisa visam a identificar as potencialidades bioldgicas e quimicas que existem no
ecossistema contaminado para que sirva como ponto de partida para a proposta de uma
estratégia de recuperagdo. Estes foram: a eterminacdo dos teores pseudototais e da especiacao
dos metais; levantamento das espécies vegetais e dos teores acumulados nas estruturas;
identifica¢do da ocorréncia de fungos micorrizicos e diversidade morfoldgica; isolamento de
bactérias diazotroéficas tolerantes aos metais pesados; caracterizacdo do impacto dos metais na
comunidade microbiana através de biondicadores de qualidade de solos, Cmic, respiragao,
qCO2 e gMic. Os metais pesados foram determinados mediante digestdo nitropercldrica e a
especiacdo mediante extracdo sequencial. Cada ponto foi georeferenciado e logo usou-se o
inverso da distancia ao quadrado (IQW) integrados em ArcGis para gerar mapas de
distribuicao geoespacial com os teores pseudotatais dos metais pesados. No levantamento de
espécies usou-se o método do quadrado. A densidade de FMAs foi feita segundo a
metodologia de Gederman e Nicholson e identificados fazendo o uso da taxonomia
tradicional. Como resultados, foram gerados mapas de distribui¢do espacial dos principais
metais pesados (Pb, Zn, Co), que servem para monitoramento do processo de acumulagdo e
mobilidade destes no solo. As espécies de maior abundancia na 4rea continuam sendo
Cynodon nlemfuensis e Cyperus gigantus,e sao capazes de acumular elevados teores de metais
pesados. Mediante o crescimento de Brachiaria decumbens num sistema de microcosmo foi
possivel isolar 66 coldnias puras, das quais 78,78% formaram peliculas caracteristicas para
diazotréficas e destas, 25 estirpes resultaram promissoras para outros estudos por apresentar
os maiores resultados de ARA, totalizando 37,87% do total. A partir do estudo da
contaminacdo na comunidade microbiana, mediante a andlise dos bioindicadores, foi
determinado que os contaminantes exercem um impacto negativo na comunidade microbiana,
havendo perdas do carbono orginico no solo Além disso, a diversidade de FMAs mais
abundantes foram: Paraglomus ocultum>Glomus sp>Glomus sp3>Glomus
intrarradices>Diversispora spurca. A existéncia de vdrios géneros de FMAs e de bactérias
dizotréficas que constituem um componente funcional importante dos sistemas solo-planta
neste ecossistema degradado; sdao fundamentais para uma produtividade sustentdvel, e um
recurso com potencialidades para serem aprofundadas em préximos estudos, podendo usar-se
conjuntamente com as gramineas em estratégias de recuperacgao.

Palavras-chave: Fitorremediagdo. Metais pesados. Brachiaria decumbens. Fungos
micorrizicos arbusculares. Bioindicadores.
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ABSTRACT

SANCHEZ, Sael Elias. Potential of a Cuban ecosystem contaminated with heavy metals
to a strategic proposal recovery. 2013. 69p. Thesis (Doctor Science inAgronomy-Soil
Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Currently, it has been observed ever more increasing the search for tools that can be used in
the recovery of contaminated areas. One such tool is the monitoring of microbial community
structure and soil fauna. Therefore, bacteria and fungi forming mycorrhizae (VAM) can
contribute to the development of mechanisms for solutions to minimize impacts on many in
degraded ecosystems, always seeking to reduce the costs involved. The studied ecosystem
presents high levels of heavy metal contamination. For this reason, the research objectives are
used to identify the biological and chemical potential that exist in the contaminated ecosystem
to serve as the starting point for a proposed recovery strategy. These were: the determination
of pseudototais content and speciation of metals; survey of plant species and the levels
accumulated in the structures; identify the occurrence of mycorrhizal fungi and morphological
diversity; isolation of diazotrophic bacteria tolerant to heavy metals; characterizing the impact
of metals on microbial community through soil quality biondicadores, Cmic, breathing, and
qCO2 QMIC. Heavy metals were determined by nitropercloric digestion and speciation by
sequential extraction. Each point was georeferenced and then we used the inverse distance
squared (IQW) integrated into ArcGIS to generate geospatial distribution maps with
pseudotatais levels of heavy metals. Species used in lifting up the square method. The AMF
density was performed according to Gederman methodology and Nicholson identified and
have been using traditional taxonomy. The results were generated maps of spatial distribution
of the main heavy metals (Pb, Zn, Co) that are used to monitor the process of accumulation
and mobility of the soil. The species of highest abundance in the area remain Cynodon
nlemfuensis and Cyperus gigantus, and are able to accumulate high levels of heavy metals. By
the growth of Brachiaria decumbens in a microcosm system was isolated 66 pure colonies, of
which 78.78 % formed features films diazotrophic and of these 25 strains resulted promising
for further studies to present the greatest results of ARA, totaling 37.87 % of the total. From
the study of contamination in the microbial community, through the analysis of the
biomarkers was determined that contaminants have a negative impact on the microbial
community, with losses of soil organic carbon. Moreover, the diversity of AMF were most
abundant: Paraglomus ocultum > Glomus sp > Glomus sp3 > Glomus intrarradices >
Diversispora spurca. The existence of various kinds of AMF and dizotrophic bacteria that are
an important functional component of the soil-plant systems in this degraded ecosystem; are
key to sustainable productivity, and a resource with potential to be further developed in future
studies, may be used together with grasses in recovery strategies.

Keywords: Phytoremediation. Heavy metal. Brachiaria decumbens. Arbuscular mycorrhizal
fungi. Bioindicators.
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1. INTRODUCAO

A poluicdo do solo por metais pesados, promovida por atividades industriais, tem
levado uma situacdo de risco ao ambiente envolvido. Exemplo disso é a Cia Mercantil e
Industrial Ingd, que teve sua atividade operacional iniciada em julho de 1965 e encerrada em
1998 em fungdo de seu passivo ambiental estimado em 2 milhdes de m® de residuo
contaminado com metais pesados. O Porto de Itaguai-RJ expandiu suas atividades de
exportacdo de minério e as dreas adjacentes ao porto, em funcio da aproximagdo da industria
Ingd, foram gradualmente contaminadas com metais pesados ao longo dos ultimos 20 anos.
Os efeitos sao sentidos até hoje. No caso de Cuba, o municipio de San José de las Lajas conta
com um polo industrial. Uma dessas industrias, a de Ceramica Branca, fundada na década de
1950, ndo possui sistemas eficientes para tratar os residuos resultantes do seu sistema
produtivo. Estes tém se acumulado num ecossistema ao longo de meio século, afetando o
entorno e a populacao circundante.

Todos os programas de remediacdo in situ seguem uma estratégia de contencdo do
contaminante ou de redu¢cdo do contaminante (“limpeza”). Estratégias de descontaminacdo
baseadas em plantas (fitorremediac@o) estdo entre as técnicas mais recentes utilizadas para a
redu¢do de contaminantes in sifu, por serem eficientes e de baixo custo.

Cada vez mais vem aumentando a procura por ferramentas que possam ser usadas no
monitoramento do uso dessas plantas fitorremediadoras. Uma dessas ferramentas visa a
monitorar a estrutura da microbiota e fauna do solo. Assim sendo, o estudo dos FMAs vem
contribuir no desenvolvimento de mecanismos em busca de solu¢gdes que possam minimizar
os impactos decorrentes da disposi¢ao deste residuo e, ao mesmo tempo, procura reduzir os
custos envolvidos nessa atividade.

Isso pode ser sustentado devido a resultados de pesquisas, os quais indicam que a
presenca dos FMAs em ambientes contaminados por metais pode levar a atenuagdo dos
sintomas de toxicidade ou mesmo reduzir sua absor¢do excessiva pelas plantas. Desta forma,
os fungos micorrizicos podem auxiliar no estabelecimento de plantas num ambiente
desfavoravel, abrindo as perspectivas de seu emprego na recuperagiao de dreas degradadas e
contaminadas por metais em programas de fitorremediacao ou fitoestabilizagao.

A grande motivagao para realizar esse trabalho consistiu na necessidade de recuperar a
drea contaminada, estudada pelo despejo dos residuos da Empresa de Ceramica Branca,
correspondente ao municipio de San José de las Lajas, provincia Mayabeque, em Cuba. A
falta de informacdo e de trabalhos de pesquisa deste tipo em todo o pais, onde as pesquisas
com técnicas de biorremediacdo sdo voltadas para a recuperacdo de ambientes contaminados
com hidrocarbonetos, principalmente petréleo, evidenciou a necessidade de estudar os solos,
sua composicdo mineralégica e sua microbiota e fauna.

A prépria empresa envolvida no problema ambiental aproximou-se da Universidade
Agraria de la Habana (UNAH) e esta também se interessou em dar solucdo ao problema
ambiental. Os primeiros estudos comecaram em 2005, com a formagdo de trabalhos
comunitérios e a identificacdo do que poderia ser feito no local e com a populagdo afetada.
Posteriormente, foi criado o grupo multidisciplinar de pesquisas Fitoplant, pertencente a
Faculdade de Agronomia da UNAH. Os trabalhos conseguintes, em 2008, fizeram com que o
projeto de estudo para a recuperacdo deste ambiente e/ou ecossistema adquirisse um caréter
multidisciplinar. Com a incorporagdo dos projetos CAPES/MES e a parceria do Departamento
de Solos, do Instituto de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRIJ), o caminho escolhido foi o da identificagdo das potencialidades biolgicas na drea,



para poder estabelecer estratégias de recuperacdo onde futuramente sejam utilizadas as
técnicas de fitorremediacdo e biorremediacgao.

Assim sendo, expde-se a seguinte hipdtese: em ambientes contaminados por metais
pesados encontram-se plantas e microorganismos rizosféricos adaptados a tais condicoes,
dentro das quais ha gramineas em associacdo com fungos micorrizicos e bactérias
diazotroficas. Estes podem ser potencialmente utilizados no estabelecimento de técnicas de
recuperacao desses solos (Biorremediacao).

Para a abordagem desta hipétese, foram tracados os seguintes objetivos: caracterizagao
quimica do solo, teores pseudototais e biodisponiveis medidos através da especiacdo dos
metais; levantamento das espécies vegetais; determinacdo dos teores acumulados nas plantas;
identificacdo da ocorréncia de fungos micorrizicos; caracterizacdo da diversidade morfolégica
de FMAs; isolamento das bactérias Diazotréficas tolerantes aos metais pesados e
caracterizacdo do impacto antropogénico na comunidade microbiana através de biondicadores
de qualidade de solos.



2. REVISAO DE LITERATURA

Ao longo das ultimas décadas, as atividades industriais aumentaram o nivel de
poluicdo na biosfera, incluindo os diferentes solos, com um impacto negativo sobre o meio
ambiente. Entre estes poluentes, os metais pesados sao considerados as causas mais
importantes de contaminac¢ao do solo.

O efeito da contaminag@o por metais pesados € refletido no ciclo dos nutrientes, o que
pode ser determinado através da estimativa do nivel de biomassa microbiana, de emissdo de
CO», a atividade enzimatica e a decomposicdo da matéria organica. A resposta das plantas a
contaminagdo por metais pesados varia de acordo com o nivel de contaminac¢do, o tipo de
solo, assim como também com a diversidade de microrganismos e plantas que influenciam os
processos do solo (Gattai, et al., 2011)

Entre os microorganismos comuns a muitos tipos de solos, encontram-se os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) e as bactérias fixadoras de nitrogénio que podem aumentar a
taxa de sobrevivéncia de certas plantas, ajudando-as na extra¢do de diversos nutrientes e agua,
ao mesmo tempo, promovendo a manuten¢do de raizes sauddveis, no caso dos FMAs.
Também podem potencialmente contribuir para a recuperacdo de solos contaminados por
metais pesados, a partir de ambientes poluidos.

2.1. Fungos Micorrizicos Arbusculares

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) forma uma relacio mutualistica com mais
de 80% das plantas terrestres, desde as bridfitas até as traquedfitas (Smith & Read, 2008).
Essa relacdo € muito provavel que tenha acontecido aproximadamente ha 460 milhdes de anos
e pode ter tido um papel importante no estabelecimento das plantas na terra (Redecker et al.,
2000; INVAM, 2012). FMAs produzem abundantes estruturas fingicas ramificadas,
arbusculos e vesiculas dentro das células corticales da raiz nas plantas hospedeiras, com as
que elas trocam substancias inorganicas, especialmente fosforo e compostos de carbono
(Smith & Read, 2008).

O FMA ¢ um dos organismos mais abundante na rizosfera e podem ser encontrado
formando simbiose com mais de 200 mil espécies de plantas. Mesmo com a ampla relagdo
com as plantas, FMAs tem sido reportado com uma baixa diversidade de espécies, sendo
descritas aproximadamente 240 espécies dentro de um filo, o Glomeromycota (SchuBler e
Walker, 2010; Kriiger et al., 2012). Entretanto, estudos moleculares indicam que a diversidade
de fungos pode ser muito maior (Fitter, 2005).

Viérias formas de simbiose sdo reconhecidas, incluindo associagdo micorrizica
arbuscular, ecto-, ericoide, arbutoide orquidoide (Smith & Read, 2008). A capacidade de
formar micorriza arbuscular (MA) € restrita a fungos pertencentes a cinco familias
(Gigasporaceae, Glomeraceae, Acaulosporaceae, Paraglomaceae e Archaeosporaceae) da
ordem Glomerales do filo Glomeromycota (Stirmer & Siqueira, 2006), (Acaullospora,
Archaeospora, Entrophospora, Glomus, Gigaspora, Paraglomus e Scutellospora) (INVAM,
2012). Plantas em simbiose micorrizica sofrem alteracdes bioquimicas, fisiolégicas e
moleculares relacionadas com o seu sistema de defesa para que a simbiose seja estabelecida
(Garcia-Garrido e Ocampo, 2002). Essas respostas, entretanto, sao limitadas, transientes e
restritas a células especificas, porém as reagdes nas plantas tém semelhancgas, do ponto de
vista fisiol6gico, com as reagdes que se observam durante a infeccdo por patogenos (Lambais
et al., 2003).

Muitos FMAs tem sucesso na colonizagdo das plantas alvos, o que indica a falta de
especificidade do hospedeiro (Smith & Read, 2008), por tal motivo assumiu-se o critério que
os FMAs poderiam ser funcionalmente desnecessarios (Allen et al., 1995), sendo ignorados



durante muito tempo os papéis dos FMAs nos ecossistemas, embora tenha sido relatados suas
funcdes no processo de absor¢do do fésforo (Munkvold et al., 2004, Burleigh et al., 2002;
Smith et al., 2004) e se conheca que diferencas na composicao da comunidade de FMAs
podem ter nas plantas efeitos diferentes, influenciando até na diversidades destas e na
variabilidade de um ecossistema determinado, devido ao papel funcional que pode ter o efeito
da simbiose sobre as plantas. Por tal motivo, os estudos mais recentes sobre FMAs tem se
concentrado nas fungdes relacionadas a genética da espécie e seu papel no funcionamento dos
ecossistemas natuarais
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Figura 1. Caracteristicas dos fungus micorrizicos arbusculares (FMAs), visao através de um
corte transversal da raiz mostrando partes dos fungos, como formacdo do arbusculo,
apressorio, vesicula.

Esta simbiose fungo-planta é encontrada em ecossistemas de todo o mundo e envolve
a translocag¢do de carbono da planta para o fungo e promove a captagdo e o transporte de
nutrientes do solo, principalmente de fésforo, na planta, através do fungo (Abbot e Robson,
1984; Newman e Reddel, 1987; Berbara et al., 2005). Além disso, ela também estd associada
a uma série de beneficios adicionais, incluindo a aquisi¢do de outros nutrientes minerais,
como O nitrogénio, zinco e a protecdo a uma variedade de tensdes, como infecg¢des
patogénicas. A maioria das plantas € capaz de formar associagdes com uma ampla variedade
de fungos, entretanto, € evidente que existem diferencas a nivel funcional. A razdo pelo qual
algumas plantas ndo formam micorrizas ndo € totalmente conhecida, mas pode estar
relacionada a presenca de compostos com atividade antifiingica em tecido cortical da raiz
(Berbara et al., 20006).

A maioria das pequisas de fungos micorrizicos tem foco na resposta individual de
plantas hospedeiras, e ndo na populagcdao de plantas ou a nivel comunitario. No entanto, um
trabalho recente indicou que a simbiose micorrizica pode influenciar a concorréncia com
plantas daninhas, as respostas demograficas, estrutura da comunidade, e a dinamica
sucessional de algumas comunidades de plantas (Allen, 1991; Read, 1991; Goldberg e Barton,
1992; Hartnett et al., 1994).

Segundo Cavalcante et al. (2001), a contribui¢do dos FMA € otimizada em condig¢des
de cultivo sujeitas a deficiéncia hidrica atribuindo-se o papel preponderante da relacdo fungo-
planta para manutencdo do crescimento vegetal sob estresse hidrico.



A simbiose pode melhorar a resisténcia de plantas a seca, salinidade e outros estresses
ambientais. Esses fungos do solo podem alterar o comportamento dos estomatos de seus
hospedeiros (Augé et al., 1986).

O estresse hidrico € um dos principais entraves agricolas nos tropicos semi-aridos. A
seca inibe a fotossintese e perturba o delicado mecanismo de controle de oxigénio em
nédulos. Este dltimo € essencial para a fixacdo de nitrogénio ativo (Goicoechea et al., 1995).
FMAs podem proteger as plantas do hospedeiro contra os efeitos prejudiciais causados pelo
estresse hidrico (Ruiz-Lozano et al., 1999; Sanchez-Diaz e Honrubia, 1994).

Mecanismos tém sido propostos para explicar a protecdo da simbiose micorrizica,
como alteracdes nos hormonios de plantas (Allen et al., 1982; Barea e Azcon-Aguilar, 1982;
Danneberg et al., 1992; Goicoechea et al., 1995), aumento de trocas gasosas e da taxa
fotossintética (Ruiz-Lozano et al., 1996), a absor¢do de dgua direto das hifas do solo e da
transferéncia para a planta hospedeira (Hardie, 1985; Faber et al., 1991; Ruiz-Lozano e
Azcén, 1996), o reforco das enzimas envolvidas na defesa anti-oxidante (Ruiz-Lozano et al.
1996), a assimilag¢do de nitrato (Ruiz-Lozano e Azcén, 1996), a absorcdo de dgua melhorada
através de condutividade hidraulica e o aumento da condutincia foliar ( Koide, 1985; Dell
Amico et al. al, 2002), adaptacdo, osmética (Augé et al., 2004) e as alteragdes na elasticidade
da parede celular (Augé et al., 1987; Sanchez-Diaz e Honrubia, 1994).

Em diferentes niveis de zinco, a coloniza¢do micorrizica aumenta a absorcdo de zinco
e acimulo nas raizes. Isso pode ajudar a explicar a redu¢do da toxicidade do zinco em altas
concentracoes (Chen et al., 2003).

Micorrizas podem aumentar a capacidade da planta de conseguir 4gua em situacdes de
estresse associadas a deficiéncia de nutrientes e secas (Schreiner et al., 1997).

O desenvolvimento de tolerdncia ao estresse devido a associagdes de plantas com
FMA pode ser uma estratégia promissora para a fitorremediacdo e medidas de melhoria do
solo.

2.1.1. Resposta das gramineas a micorrizacio

E amplamente aceito que as plantas com sistema radicular altamente ramificado
(Gramineae) sao menos dependentes dos fungos (Smith et al., 2003; Carneiro et al., 2007;
Costa et al., 2007; Souza et al., 2011) para o crescimento normal do que aqueles com raizes
mais grossas (por exemplo, mandioca, cebola). As ramificagdes nas raizes determinam
dependéncia de plantas sobre a simbiose.

As gramineas geralmente apresentam elevada diversidade, facilidade de semeadura,
rapido crescimento e estabelecimento, garantem a cobertura e protecdo do solo e, por isso,
destacam-se como potenciais para revegetacdo de dreas contaminadas por metais pesados.
Além disto, as gramineas associam-se a fungos micorrizicos arbusculares (FMA) que exercem
grande influéncia sobre estas plantas, constituindo-se em importantes componentes bidticos
do ecossistema (Smith & Read, 2008). Esta associacdo amplia o potencial de absor¢do pelo
sistema radicular, facilitando a absor¢do de fons e de dgua do solo, o que pode aumentar a
capacidade extratora das plantas (Klauberg-Filho et al., 2005) e a a¢ao filtrante e purificadora
do solo (Safir et al., 1990). Plantas com fungos micorrizicos produzem maior quantidade de
massa vegetal e absorvem e acumulam mais metais que plantas sem esses fungos (Chen et al.,
2003).

Carneiro et al. (2001) mostraram que a semeadura conjunta de gramineas e cruciferas,
em solo contaminado e infestado com propagulos de FMA, aumentou a extracdo de metais
biodisponiveis e facilitou o estabelecimento posterior da graminea.

O arroz (Oryza sativa) é uma graminea que € convencionalmente cultivado sob
condic¢des de inundagdo para a maioria do seu ciclo de crescimento (Kamoshita et al., 2008).



No entanto, cerca de metade da drea de arroz no mundo ndo tém 4gua suficiente para manter
as melhores condicdes de crescimento e a produtividade € reduzida pela seca (Bernier et al.,
2008; Ruiz Sanchez et al., 2012). Uma forma de aumentar a producdo de arroz, a fim de
atender a demanda, ¢ melhorar a sua tolerancia a seca por meio da simbiose de fungos
micorrizicos arbusculares (Vallino et al., 2009). A simbiose reforca a eficiéncia fotossintética
de plantas sob estresse em mais de 40%, induz o acimulo de moléculas antioxidantes, a
glutationae reduz o acimulo de peréxido de hidrogénio e o dano oxidativo a lipidios nessas
plantas (Ruiz-Lozano et al., 2008). Assim, estes efeitos combinados melhoraram o
desempenho das plantas ap6s um periodo de estresse hidrico (Porcel et al., 2004).

Como resultado desta simbiose com fungos micorrizicos arbusculares hd a protecao
das plantas hospedeiras contra os efeitos prejudiciais de déficit hidrico (Ruiz-Lozano, 2003;
Ruiz-Lozano et al., 2008). Estudos realizados até agora tém sugerido varios mecanismos pelos
quais esta associacdo pode aliviar o estresse hidrico em plantas hospedeiras. As mais
importantes incluem: a captacao direta e transferéncia de dgua através das hifas do fungo com
a planta hospedeira (Hardie, 1985; Ruiz-Lozano e Azcén, 1996), mudancas nas propriedades
de reten¢do de dgua do solo (Augé, 2001), melhor ajuste osmético em plantas com esta
associa¢do com fungos (Augé et al., 1992; Kubikova et al., 2001; Ruiz-Lozano et al., 1995) e
protecdo contra o dano oxidativo gerado pela seca (Porcel e Ruiz-Lozano, 2004; Porcel et al.,
2003; Ruiz-Lozano et al., 2001).

Em Brachiaria decumbens, a reducdo nos teores de metais na parte aérea causada pela
micorriza, ameniza a toxidez dos metais, o que favorece o crescimento e, como conseqiiéncia,
a maior extracdo de metais do solo. Uma maior taxa de colonizagdo radicular de fungos pode
contribuir para o desenvolvimento da planta (Smith & Read, 2008).

2.1.2. Associacao da Brachiaria decumbens com fungos micorrizicos arbusculares

Brachiaria decumbens, conhecida como capim-brachiaria ou braquiarinha € uma
planta da familia Poaceae. Consiste em uma planta perene, nativa da Africa, a qual foi
introduzida no Brasil como forrageira e transformou-se em uma espécie invasora de diversos
ecossistemas brasileiros, como o cerrado (Zupo, et al., 2010). Como invasora, ela impede o
desenvolvimento das gramineas (Alelopatia) nativas e sufoca o desenvolvimento dos campos
nativos (Fagioli et al., 2000).

Carneiro et al. (1995), avaliando os efeitos de Brachiaria decumbens na revegetacao
de solos degradados, observaram, além da protecdo fisica do solo, aumento da biomassa de
raizes, enriquecimento do solo em carbono e aumento de 400% na densidade de esporos no
solo, quando inoculada com G. etunicatum, confirmando ser esta espécie de graminea boa
multiplicadora desses fungos.

Cuenca et al. (1998), em solos degradados da Venezuela, através do excesso de
Bauxita pela mineracdo, também verificaram que a revegetacdo com braquidria proporcionou
aumento da densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares, de 18 a 471 vezes,
com relagdo a solos degradados, ndo revegetados.

A contribui¢do dos fungos micorrizicos arbusculares para o acimulo de metais
pesados na Brachiaria decumbens € maior para o Cu, cuja retencdo nas raizes é favorecida
pela micorriza. Segundo Nogueira et al. (2004) menores teores de Mn em graos de soja com
inoculacdo de FMA, correspondem a maiores quantidades acumuladas nas plantas deste metal
nas. Resultados semelhantes foram relatados sobre diversas gramineas, em solo contaminado
por metais pesados (Klauberg-Filho et al., 2005).

De acordo com a pesquisa realizada por Carneiro et al. (2001) sobre o estabelecimento
de plantas herbdceas em solo com contaminacdo de metais pesados e inoculacdo de fungos
micorrizicos arbusculares, a semeadura conjunta de gramineas, entre elas a Brachiaria
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decumbens, e mostarda e a inoculacdo de FMAs favorece o estabelecimento das plantas em
misturas de solo contaminado com metais pesados; sdo, portanto, priticas promissoras para o
estabelecimento de plantas em dreas degradadas pelo excesso de metais pesados.

2.1.3. Micorrizas arbusculares e metais pesados

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) estdo presentes na maioria dos
ecossistemas, inclusive naqueles submetidos a alteragdes antrépicas. Em dreas severamente
degradadas, mesmo sofrendo os efeitos de tais condicdes, sdo comumente encontrados
(Miller, 1979; Melloni et al., 2003; Klausberg-Filho et al, 2005; Lins et al., 2006).

Tém ocorréncia abundante em solos contaminados por metais pesados (Gaur &
Adholeya, 2004; Silva et al., 2005; Stiirmer e Siqueira, 2006) indicando que algumas espécies
desses fungos evoluiram condicionalmente para tolerar a presenca de metais (MP-Tolerancia),
e este fator, pode desempenhar um papel fundamental na fitorremediacdo do sitio
contaminado (Miransari, 2011).

Os FMAs podem desempenhar um papel crucial na protecdo das raizes de plantas que
normalmente se desenvolvem em solos contaminados por metais pesados (GALI et al., 1994).
A eficiéncia de protecdo, no entanto, difere entre diferentes isolados de fungos micorrizicos e
os diferentes metais pesados (KHAN et al., 2000). Na Tabela 1, encontra-se uma resposta de
um determinado fungo micorrizico relacionado aos metais pesados. Em alguns casos, eles
estudaram esses mecanismos, que sdo abordados no presente trabalho.

Tabela 1. Alguns autores estudaram a influéncia de certo metal aos FMs.

Micronutrientes e
metais pesados

Ni JAMAL et al., 2002; TURNEAU et al., 2003
PAWLOWSKA e CHARVART, 2004; JAMAL et al, 2002

Autores

Zn WEISSENHORN et al., 1995; KOTHARI et al., 1991; TURNEAU, 1998
Cu GONZALEZ-CHAVEZ et al., 2002; WEISSENHORN et al., 1995

Pb PAWLOWSKA e CHARVART, 2004; WEISSENHORN et al., 1995
Mg WEISSENHORN et al., 1995

As TURNEAU et al., 2001

U RUFYIKIRI et al., 2003

Al RUFYIKIRI et al., 2000

Cd PAWLOWSKA e CHARVART, 2004

O trabalho de Klauberg-Filho et al., (2005) aborda que o ciclo biolégico dos fungos é
complexo e € influenciado pelos metais pesados em suas multiplas fases, afetando as suas
relacdes funcionais e ecoldgicas. Os autores citam que esses efeitos sdo percebidos na
germinagdo dos propdgulos, estabelecimento da simbiose, colonizagdo radicular, esporulagao
e no crescimento micelial de cada género e espécie dos FMAs. Os mais comumente sdo o
atraso, inibicdo ou reducdo da germinacdo e colonizacao radicular. Para melhor compreensao
foram representados na Tabela 2.



Tabela 2. Principais efeitos dos metais pesados sobre as diferentes fases do ciclo de vida dos
FMAs que podem influenciar os processos de formagdo e efeitos da micorriza
(Klausberg-Filho et al., 2005).

Fase do Ciclo

Resposta Avaliada

Mecanismo/Comentario Principal

Germinagdo de esporos

Colonizacdo radicular

Crescimento das hifas no solo

Formagao de propagulos

Tempo requerido para
manutencao, quebra de
dorméncia e taxa de
velocidade de
germinacdo

Cumprimento e
distribuicdo das hifas
dos esporos, hifas do

solo e pedagos de raizes
colonizadas

Desenvolvimento e
crescimento das hifas e
caracteristicas de
ocupacao das raizes

Cumprimento e
distribuicao das hifas no
solo (extra-radicular)

Numero e velocidade de
producdo de propagulos

Efeito fungistatico (reversivel)
dependendo do metal e da
biodisponibilidade no meio.
Diversidade quanto tolerancia.
Germinagdo reduzida ou retardada
pelo excesso de metais

Inibi¢do parcial ou total do
crescimento da hifa germinativa.
Efeito varidvel para cada
espécie/isolado flingico

Reducdo em altas concentracdes de
metais no solo. Grau de inibi¢do
dependente da biodisponibilidade e do
tipo de metal

Inibi¢do muito diferenciada e varidvel
em funcdo do fungo Efeito
relacionado ao grau de colonizagdo

Apresenta plasticidade quanto a
capacidade de esporural na presencga
de quantidades excessivas de metais.

Efeitos de colonizagdo

Diversos estudos t€ém demonstrado que ecétipos de fungos micorrizicos procedentes
de locais contaminados com metais pesados parecem apresentar mais tolerancia a estes metais
do que as estirpes de solos ndo contaminados (Galli et al., 1994; Hetrick et al., 1994; Leyval
et al., 1995, Solis-Dominguez et al., 2011, Carrasco et al., 2011). No entanto, em rela¢ao aos
FMAs os mecanismos de tolerancia (MP-tolerancia) sao divergentes. Alguns autores indicam
que sob o efeito de micorrizas, plantas em solos contaminados sdao capazes de acumular mais
metais nos tecidos, tolerando-os até niveis que sejam téxicos para estas (Weissenhorn e
Leyval et al., 1997; Punamiya et al., 2010). Enquanto outros pesquisadores acharam valores
reduzidos de metais nos tecidos vegetais de plantas micorrizadas (Heggo et al., 1990; Diaz et
al., 1996). Na literatura especializada, sdo achadas publicacdes em ambos os grupos. O que
mostra a diversidade de respostas e papéis dos FMAs, evidenciando a necessidade de estudos
sobre os mecanismos de tolerancia envolvidos.

Alguns aspectos aqui considerados conferem aos FMAs grandes vantagens para serem
usados junto com plantas em processos de recuperagdo de dreas contaminadas com metais
pesados. Particularmente quando se quer que plantas hiperacumuladoras de metais pesados
sejam mais eficientes extraindo tais elementos do solo. Estirpes de FMAs estimulam a
fitoextracdo, podendo ser aplicada a fitorremediacdo para recuperar estes ambientes
contaminados. Enquanto outros estdo mais interessados em estabilizar os metais
(fitoestabilizac@o) no solo (Khan et al., 2000; Gohre e Paszkowski, 2006).



2.1.4. Principais beneficios dos FMAs e seu uso na fitorremediacao

Diaz et al., (1996) estudaram a influéncia da absorcdo de Zn e Pb por Lygeum spartum
e Anthyllis cystosides, plantas inoculadas com Glomus mosseae e G. macrocarpum, em solos
diferentes niveis de metais pesados. Eles mostraram que em baixos niveis, as plantas tiveram
igual ou superior concentragdes de Pb do que as testemunhas que ndo estavam micorrizadas;
nas doses elevadas, as concentracdoes de metais das plantas micorrizadas com G. mosseae
foram inferiores as encontradas nos controles correspondentes, enquanto que as plantas
inoculadas com G. macrocarpum apresentaram niveis semelhantes ou até superiores aos dos
controles.

Galli et al (1998) relataram um aumento de Cisteina em raizes micorrizadas de milho
cultivado em areia de quartzo sob adi¢do de Cu. Como nao houve diferencas na absor¢ao do
metal entre as plantas micorrizadas € as ndo micorrizadas, este resultado ndo suporta a idéia
de que FMAs protegem ao milho de toxicidade pelo Cu. Mas, como qualquer simbionte, eles
produzem substancias estimuladoras, favorecendo a nutricdo mineral, o crescimento e a
biomassa, aspectos que podem tornar interessante uma estratégia vidvel ao uso da
fitorremediacdo para a recuperagao de solos contaminados.

Numa éarea cultivada com milho, afetada por Zn, foi reportado o efeito negativo do
metal sobre uma populagdo indigena de rizébios, e nenhum efeito adverso nos esporos de FM
(Weissenhorn e Leyval, 1992). Para poder chegar a andlises concretas € preciso considerar
varios fatores do solo, tais como: teores de argila, mobilidade dos metais pesados, espécies de
plantas, microbiota do solo, biota em geral. E importante monitorar a quantidade de metal
absorvido pelas plantas e sua relacdo com seus simbiontes e os efeitos fitotoxicos (Khan et al.,
2000).

Estudos de localizacio de elementos foram realizados em plantas de milho
micorrizadas e cultivadas em dois tipos de solos, sob estresse de varios metais pesados. Apés
usarem trés métodos diferentes de micro tomografias florescentes (microbeam analyse,
Kaldorf et al., 1999) acharam que: o milho quando cultivado em simbioses com o isolado que
eles chamaram de Brl apresentava mais elementos essenciais como K, P e Mg e menos
metais pesados, quando comparado com milho que tinha raizes ndo micorrizadas. Os metais
pesados tinham sido depositados nas células parenquimadticas internas da raiz assim como nas
estruturas intracelulares dos fungos (hifas intraradiculares, arbisculos e vesiculas). Mas as
técnicas empregadas ndo permitiram diferenciar se os elementos observados nas células
parenquimaticas tinham sido depositados nas células vegetais, no fungo ou em ambas as
células (Kaldorf et al., 1999).

Segundo (Tournau, 1998; Weiersbye et al., 1999; Pagano et al., 2010) vesiculas
poderiam servir como compartimentos de armazenagem de metais pesados. Entretanto,
resultados recentes obtidos a partir de técnicas de Expectrometria dispersiva de raios-x
(EDXA) mostraram que Zn, Cu e Cd tinham sido acumulados nas paredes celulares e em
granulos electrodensos, sendo que estas estruturas encontram-se normalmente livre destes
metais (Gonzalez-Guerrero et al., 2008, Cornejo et al., 2013).

Foram achados teores considerdveis de metais pesados contidos na glomalina
(glicoproteina produzida pelos FMAs) em forma de quelato, os autores defendem a idéia de
que os FMAs poderiam ser capazes de filtrar esses elementos toxicos e manté-los longe das
plantas (Gonzéles-Chavez et al., 2004; Chern et al., 2007; Vodnik, 2008).

Gaur e Adoleya (2004) apresentaram uma relagdo das principais espécies de FMAs
estudadas relacionando-as com metais pesados e plantas hospedeiras. De acordo com cada
pesquisa, foi identificado que na presenca de um metal havia preferencia para uma espécie de
FMAs, independentemente da pesquisa ou planta, Tabela 3.



Tabela 3. Relacao de FMA e interagdo com metais pesados e plantas hospedeiras.

Metais FMAs Plantas Autores
pesados
Glomus etunicatum,
Cd G. intraradices Canavalia ensiformis ANDRADE et al. 2005
G.macrocarpum
As Glomus mosseae Solamfm LIU et al., 2005
lycopersicum
As Glomus mosseae P. vittata LEUNG et al. 2006
Cd, Cu, Zn Glomus intraradices ~ Medicago truncatula HILDENBZ%&NDT etal
Cd G. intraradices Nicotiana tabacum L. JANOUSZISOOSVA ctal.
Cu Acaulospora mellea Zea mays WANG et al. 2007
As Glomus mosseae P. vittatae Cynodon LEUNG et al. 2010
dactylon
Cd Glomus irregulare Medicago truncatula ALOUTI et al. 2011

Como bem mostra a tabela 3, tem sido isolados esporos de FMAs associados a plantas
que se desenvolvem em ambientes contaminados, principalmente dos géneros Glomus e
Gigaspora. Por exemplo: Glomus mosseae € Glomos fasciculatum ja foram isolados em areas
contaminadas com metais pesados, e quase na totalidade dos esporos pertencia a essas duas
espécies no momento da extragdo e a contagem (Pawlowska et al., 1996).

De acordo com Klauberg Filho et al. (2002) os metais pesados podem exercer um
efeito seletivo sobre os FMAs. Dependendo dos teores de cada metal. O que também pode ser
observado na tabela 3, onde algumas espécies sdo mais freqiientes e podem ocorrer em varios
ambientes.

Os FMAs tém papel fundamental na protecio das raizes das plantas que se
desenvolvem em ambientes contaminados com metais pesados. A eficiéncia desta protecdo
estd condicionada aos tipos de metais e as estirpes de isolados (Galli et al., 1994).

Hifas extra-radicais podem transportar Cd do solo para plantas de trevo, mas a
transferéncia do fungo para a planta é restringida pela imobilizacdao. Nao sendo reportada
restricdo alguma entre o crescimento das hifas e os niveis extraiveis de Cd no solo (Khan et
al., 2000).

Outros estudos de localizacdo de metais dentro de micélios fungicos e raizes
micorrizadas de Euphorbia cyparisias, cultivada em solos contaminados com Zn, acharam
elevados teores de Zn na forma de cristaléides depositados dentro dos micélios fungicos e
células corticais das raizes micorrizadas. Variados autores tem encontrado estirpes de fungos
micorrizicos procedentes de zonas contaminadas que mostram certa tolerdncia aos metais
pesados (Leyval et al., 1995), tendo desenvolvido resisténcia em relacdo as mesmas espécies
isoladas em solos sem contaminacao. A coloniza¢do micorrizica aumenta a absorcao de zinco
e a acumulacdo do metal nas raizes. Isso pode ajudar a explicar a redugdo da toxicidade do
zinco em altas concentracdes (Chen et al., 2003).

Apenas algumas plantas (metallophytas) conseguem se desenvolver nas condig¢des
adversas de solos com elevados teores de metais pesados. Algumas espécies sdo reportadas na
Europa Central, exemplos tipicos sdo: Minuartia verna, Armeria maritima ssp. halleri,
Cardaminopsis (Arabidopsis) halleri, Thlaspi calaminare, sendo reclassificada como Viola

10



ssp lutea. calaminaria ou V.lutea ssp.Westfalica (Hildebrandt et al., 2006). Estas plantas tém
desenvolvido diversas adaptacdes fisiologicas que lhes permitem competir com éxito os
efeitos estressantes do meio rico em metais pesados.

A relacdo de plantas acumuladoras ou tolerantes com os FMAs poderia lhes permitir
uma protecao adicional, possibilitando uma redu¢ao na absor¢ao dos metais, pela contribui¢do
das raizes micorrizadas, e talvez, isto seria o mecanismo que usam essas plantas
(metallophytas) para ter maior sucesso nas dreas contaminadas (Weissenhorn et al., 1995;.
Leyval et al., 1997;. Kaldorf et al., 1999.; Ouziad et al., 2005). Por exemplo, ambas as
espécies de violetas sdo intensamente colonizadas por FMAs (Hildebrandt et al., 1999). Ja
foram coletadas folhas de Viola ssp lutea calaminaria, em sitios contaminados sendo que os
niveis de metais contidos nessas folhas sdo extremadamente baixos, ao ponto de serem
comparados com plantas ndo-metallophytes (Hildebrant et al., 2007). Esse efeito observado
ndo pode ser coincidéncia desde que hd um incremento da micorrizacdo nas raizes com o
incremento dos teores de metais pesados no solo (Audet e Charest, 2006).

Mesmo assim, a diversidade de FMAs em solos contaminados € bem menor que em
locais nao contaminados (Pawlowska et al., 1996; Regvar et al, 2006). Em ambientes
degradados é comum ocorrer reducdo da diversidade de FMAs no solo. Modificagdes na
composi¢cao quantitativa e qualitativa da comunidade fingica, o que poderia explicar o porqué
de poucas espécies de FMAs e o baixo nimero de esporos encontrados na rizosfera de plantas
(metaldfitas) acumuladoras ou tolerantes (Ouziad, 1999; Tonin et al, 2001). No entanto, um
numero baixo de esporos de FMAs nao reflete necessariamente, um desenvolvimento limitado
das espécies de FM (Regvar et al., 2006) e sim de selecdo daquelas mais tolerantes (Gadd,
1993).

Segundo o trabalho de Hildebrant et al. (2007), em um estudo para avaliacdo de
tolerancia (FMA-planta-metais pesados), o isolamento mais promissor indicou Glomus
intraradices (estirpes: Brl e Syl67). Brl resultou uma espécie indigena de solos
contaminados e a de maior eficicia, constatando a importancia das linhagens indigenas para
esses fins, ja que sdo mais adaptados aos metais pesados (Hildebrandt et al., 1999; Kaldorf et
al.,, 1999). Mas, nem sempre as espécies mais adaptadas a certas condi¢des sdo as mais
eficientes em seu mutualismo com as plantas, o que também pode acontecer nas respostas de
tolerancia a metais pesados. Em estudos com cafeeiro Saggin Junior e Siqueira (1995)
verificaram que isolados eficientes apresentavam baixa densidade relativa de esporos nas
populacdes indigenas de FMAs no ecossistema estudado, afirmando que “a natureza seleciona
para sobrevivéncia e ndo para eficiéncia”. Portanto, além dos efeitos dos metais sobre as
estirpes de fungos, muitos outros efeitos devem ser considerados, como o efeito dos metais
sobre as plantas que se desenvolvem em ambientes contaminados, e sobre a microbiota e sua
atividade (Mench et al.,, 1994; Weissenhorn e Leyval, 1995; Zarei et al., 2010), além da
eficiéncia da combinagao fungo-planta.

A colonizacdo e densidade de esporos em solos contaminados ja foi amplamente
abordada por diversos autores, revisto em Klauberg-Filho et al. (2005). Os nimeros podem
variar de acordo com a época do ano, variagdes no solo, contetido de matéria organica, CTC,
pH, Ca trocdvel, assim como a intera¢do dos efeitos da variabilidade dos metais pesados no
solo. Esses afeitos podem falsear algumas interpretacdes, dificultando as andlises adequadas.
Em estudos de menos de uma década Rivera-Becerril et al (2005) demonstraram em culturas
de ervilhas o efeito tampao da coloniza¢cdo micorrizica frente ao estresse provocado por Cd.

Em Breinigerberg, Alemanha, um estudo de caso feito por Hildebrant et al., (2007)
constataram que Medicago truculata consegue se desenvolver num solo contaminado com
metais pesados quando micorrizado com G. intraradices. No entanto, a protecao da micorriza
contra a toxicidade dos metais pesados pode variar dependendo do grau de cumprimento das
hifas, do tipo de metal e da concentragdo no solo, alem das espécies de FMAs, assim como
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das condi¢des de crescimento das plantas (Weissenhorn et al., 1995; Leyval et al., 1997,
Hildebrandt et al., 1999; Turnau e Mesjasz-Przybylowicz, 2003). Segundo Kaldorf et al
(1999) 0 mecanismo tampao-FM-estresse tem sido atribuido, em alguns casos, a imobiliza¢do
seletiva de metais pesados nos tecidos de raizes que contem estruturas fingicas, ou a uma
elevada capacidade para absorber os metais nos micélios extraradicais (Joner et al., 2000)
Além disto, a colonizacdo de FMAs nas raizes tem um impacto significativo na expressao de
genes de diversas plantas que tem codificado proteinas envolvidas na tolerancia a metais
pesados, processos de desintoxicacdo (Rivera-Becerril et al., 2005).

2.2. Metais Pesados

2.2.1. Conceito de metais pesados

A expressdo “metais pesados”’, mesmo sendo comumente usada, ndo é muito bem
definida, podendo-se utilizar como sindnimos, ‘“metais trago”, “elementos trago”,
“micronutrientes”, “microelementos”, entre outros. Designam-se metais pesados o grupo de
elementos que ocorrem em sistemas naturais em pequenas concentragdes e apresentam
densidade igual ou acima de 5g/cm3 (Adriano, 1986; Egreja Filho, 1993). As fontes mais
comuns de metais pesados no ambiente sdo fertilizantes, pesticidas, combustdo de carvado e
Oleo, emissdes veiculares, mineracdo, fundicdo, refinamento e incineracdo de residuos
urbanos e industriais. Cerca de 95% de Hg; 90% de Cd; 33% de Pb e 27% de Zn sdo perdidos
na forma de gases e particulados quando queimados (Egreja Filho, 1993).

2.2.2. Metais e bactérias

Devido a sua grande versatilidade no que diz respeito aos processos metabdlicos, as
bactérias sobrevivem as condi¢des quimicas e fisicas extremas, permitindo-se a existéncia nos
mais variados meios. Entre os processos metabdlicos supracitados, estdo incluidos respiracao
aerdbia e anaerdbia, nitrificagao e desnitrificagdo, oxidacdo do metano, oxidagdo e reducao do
S, Fe e Mn, entre outros (Warren e Haak, 2001).

Por serem capazes de utilizar outros elétrons que ndo do Oz para a respiracdo,
influenciam o comportamento de elementos quimicos, por exemplo, assim como moléculas
organicas e varios metais. Desta forma, podem ser consideradas como agentes primarios das
mudancas geoquimicas devido ao seu alto potencial metabdlico, altas razdes de crescimento e
grande capacidade de adaptacdo que lhe confere uma larga e abundante distribui¢cao (Warren e
Haak, 2001).

No caso dos metais, influenciam ativamente na particio dos mesmos entre as fases
solidas ou dissolvidas através do controle da formagao ou dissolu¢do de minerais, assim como
pela sua habilidade de modificar condi¢cdes quimicas ambientais (Nealson e Stahl, 1997). Para
tal, utilizam de suas enzimas extracelulares, as esterases, modificando assim as fontes de
nutrientes. As exoenzimas desempenham, assim, um papel fundamental na sobrevivéncia em
ambientes que oferecam condicdes peculiares (Warren, 2005).

2.2.3. Especificacoes dos metais pesados
Ao longo dos estudos dos efeitos sobre polui¢ao por metais percebeu-se a importancia
da identificacdo das formas quimicas dos metais nos sedimentos, com o intuito de se

determinar seu comportamento no ambiente e os processos de remobilizacdo. Metais pesados
descarregados ao meio ambiente como sais inorganicos metalicos, por exemplo, tais como
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nitratos, sulfatos ou cloretos s@o mais biodisponiveis que metais introduzidos como descartes
de esgotos lamosos (Hooda e Alloway, 1993b, Anjum et al., 2012).

Os processos que regem a compartimentalizacdo dos metais nos solos se traduzem em
reacoes de adsorcdo-dessorcdo e precipitacao-dissolugdo, o que afeta diretamente as reaccoes
de distribuicdo de metais entre a fase sélida e aquosa, a complexagdo e redox, afectando a
reactividade do proprio metal (Alleoni et al., 2005). Estas reac¢Oes sdo controladas por
factores ambientais tais como o pH e também pela capacidade de troca catidonica (CTC), o
potencial redox, as espécies quimicas dos elementos (Adriano, 1986; Alloway, 1995; Sposito,
1989, Warren e Haak, 2001) .

Além dos hidréxidos de Fe e Mn, uma variedade de sélidos também possui grande
importancia geoquimica no transporte e captura de metais. Em particular, sélidos organicos
como matéria organica natural ou componente da matéria organica, como 4cidos hiimicos e
falvicos se mostraram aprisionadores efetivos de elementos tracos, e por isso sao
componentes fundamentais a serem considerados em qualquer modelo global de
comportamento dos metais pesados (Warren e Haack, 2001). A relativa importancia do
conteddo organico ou inorganico na reten¢cdo de metais potencialmente toxicos € uma area de
intensa pesquisa (Li et al., 2001).

O pH € um fator de grande importancia no comportamento dos metais no solo devido
a que afeta a carga superficial da fracao argila, a matéria orgénica e os 6xidos de Fe e Al.
Também pode influir na complexag¢do dos metais com a matéria organica, na dispersdo dos
coloides e nas reagdes redox. Um aumento do pH conduz a um aumento da adsorcdo e
retencdo de catids com um méximo a volta da neutralidade (Evans et al., 1995). No caso de
Cd, a solubilidade aumentada com a diminui¢do do pH a partir de pH 6,5. Entre tanto, Pb e
Hg aumenta a partir de valores de pH 4, enquanto que outros elementos, tais como As, Cr, Ni
e Cu a solubilizado aumenta com valores de pH entre esses extremos (Anjum et al., 2012).

A CTC dos solos € amplamente dependente das superficies de adsor¢do, determinadas
pela quantidade e tipo de argila, matéria organica e os 6xidos de Fe, Al e Mn. Quase sempre,
quanto maior € o teor de argila, maior é a CTC e por tanto, maior o teor de metais que pode
ser retidos sem perigo potencial, devido a que se limita a mobilidade e solubilidade dos metais
trocados. As argilas de tipo 2:1 (montmorilonita e vermiculita) também tém maiores teoeres
de CTC quando comparadas com as argilas de tipo 1:1 (caulinita), segundo (Evans, 1989).

A capacidade de adsor¢do dos 6xidos de Fe, Al e Mn podem também desempenhar um
papel importante no controle da imobilizacio de metais em solos e sedimentos (Gadde e
Laitinen, 1974). Além disso, alguns metais pesados, como Co, Cu, Hg, Ni, Pb e Zn
apresentam afinidades muito elevadas com a matéria organica, formando complexos soltveis
e insoliveis. O material organico tem tanto a propriedade de troca de cations como a
capacidade de complexacdo. Os processos de complexacdo ocorrem como uma reac¢ao de
troca com as moléculas de dgua coordenadas que s@o trocadas por alguns ligandos, os quais
podem ser descritos pelo principio de 4cidos fortes e fracos, e bases de Lewis (Stumn e
Morgan , 1981). De acordo com o principio de Lewis, bases fortes tem afinididade em se
complexar com 4cidos mais fortes, enquanto as bases fracas preferem formar complexos com
acidos fracos sob condi¢des compardveis de dcido base (Essington, 2004). Sendo que essas
unides sdao muito mais fortes devido a que os idns penetram na estrutura cristalina e sdo
ligadas por enlaces covalentes através de dtomos de O ou grupos OH.

O teor de umidade do solo € outro fator importante que rege a especiacdo dos metais e
sua mobilidade através de reacdes de oxidag¢ao-reducdo. Condicdes redutoras, podem formar
sulfetos de metal, que sdo bastante insoldveis, a mobilidade e biodisponibilidade sao
significativamente mais baixos do que os esperados sob condicdes oxidantes. Uma solucdo
extraida de um solo tratado com lodo indica, por exemplo, a diminui¢do da solubilidade de
Cd, Cu e Zn e o aumentou da solubilidade de Mn e Fe sob condi¢des redutoras (Bingham et

13



al., 1976; Kiekens et al., 1984; Chaudri et al., 2001). Entre tanto, a natureza quimica das
superficies minerais € o factor mais significativo que contribui para a retengao/mobilidade dos
contaminantes, e estas propriedades sdo, em geral consideradas invaridveis durante o tempo
de exposi¢do e reac¢do do contaminante. Outros estudos, no entanto, demostraram que a
superficie quimica mineral é modificada amplamente por cambios produzidos no estado de
oxida¢do do Fe na estrutura cristalina mineral, pressupondo um grande impacto sobre o
ambiente quimico. A atividade redox da superficie mineral pode afetar o estado de oxidagao e
por tanto, a especiacdo e o comportamento quimico dos ions metdlicos da fase aquosa
sensiveis as reaccoes redox. As variagdes na oxidac¢do-redugcdo devem desempenhar sobre os
compostos absorventes sensiveis as reagdes redox mudangas quimicas "in situ" durante curtos
periodos de tempo que produzem diferengas vitais na especiacdo e reatividade de todos os
componentes no sistema solo-dgua (Adriano, 2001).

Algumas propriedades fisico-quimicas dos proprios metais, tais como a
eletronegatividade, o potencial i0nico, raio e didmetro do fon hidratado em solugdo aquoso,
também tém influéncia sobre o comportamento biogeoquimico dos metais. A
electronegatividade afecta a ordem em que os metais pesados sdo adsorvidos pelos
constituintes do solo, de modo que metais mais electronegativos tendem a formar fortes
ligacdes covalentes com os dtomos de oxigénio na superficie. Para alguns metais bivalentes as
preferéncias de ligacdo se apresentam: Cu> Ni > Co > Pb > Cd > Zn> Mg> Sr (Adriano,
2001). No entanto, a forca de ligacdo é também influenciada pelo potencial i6nico (razdo de
carga /raio), gerando um padrao diferente: Ni > Mg > Cu> Co > Zn > Cd > Sr > Pb (Adriano,
2001). Os metais tragos trivalentes Fe** e Cr*® podem ser preferencialmente adsorvidos na
presenca dos metais divalentes mencionados. Desta forma, também os 6xidos de manganés
mostram uma forte preferéncia particularmente forte pela adsor¢do de Cu, Ni, Co e Pb, entre
tanto, 6xidos de Fe e Al absorvem preferivelmente Pb e Cu (McBride, 1994; McBride et al.,
2000).

A biodisponibilidade de um elemento refere-se a formas biologicamente disponiveis
que podem chegar a serem absorvidas por um organismo e integradas no seu metabolismo
(Campbell, 1995), e dependera principalmente das formas ou especiacdo em que os metais se
encontrarem no solo e da capacidade de absor¢cdo do organismo. Este fendmeno e a toxicidade
de muitos metais mostram uma forte dependéncia da especiagdo e sdo muitas vezes
correlacionadas com a actividade do ion metalico livre (McBride et al., 2000).

Ao longo dos ultimos 25 anos foram desenvolvidos uma variedade de métodos de
extrac¢do, e alguns deles tém sido amplamente utilizados pelos diferentes grupos de
pesquisas; dentre dos quais se encontram os métodos de extrac¢do simples, comumente
usados para andlises de ecotoxicidade e estudos da mobilidade dos metais no solo,
determinando nestes casos a frac¢do biodisponivel de metal. Além disso, tem sido usada uma
variedade de extratores de solu¢des mais fortes de sais neutros dcidos tamponados ou sem
buffers, ou agentes complexante de metais (Pickering, 1986; Lebourg et al., 1996), tais como
EDTA, DTPA, ou a mistura de acetato amonio/EDTA, que tem sido amplamente utilizados.

Para estudos de especiacdo quimica, geralmente sdo feitos procedimentos de
extrac¢do, simples ou sequencial. No procedimento de extra¢do sequencial varios extractores
quimicos sdo aplicados sequencialmente para a mesma amostra de cada fase, onde em cada
fase ha condi¢des mais drasticas de extraccdo em relacdo ao anterior. No entanto, a grande
variedade de procedimentos utilizados, faz com que os resultados obtidos em diferentes
estudos sejam dificeis de comparar quanto as condi¢des de varidveis operacionais com cada
método (Filgueiras et al., 2004). Por tal motivo, a Comunidade Europeia através do Gabinete
Comunitdrio de Referéncia (Método de extragao sequencial-BCR), que desde 2002 € chamado
de medi¢do Standard and Testing Program (SM & TP), iniciou um programa para harmonizar
a metodologia utilizada na extracdo seqiiencial para determinar metais pesados em solos e
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sedimentos. Este procedimento (que ainda € conhecido como método BCR) tem sido aplicado
com sucesso a uma grande variedade de matrizes sélidas, incluindo residuo (Rauret et al.,
2000; Filgueiras et al., 2004; Varejao et al., 2009).

Segundo o método BCR sem modificagdes, as fracdes consideradas sdo:

e Fracdo trocdvel: Metais em solugdo, em conjunto com carbonatos e
intercambiaveis. E intercambiaveis em metais soliveis em acido sdao extraidos,
incluindo os metais adsorvidos. Estes metais sdo libertados através de uma
permuta idnica por um agente de extrac¢do como o dcido acético.

e Fragdo redutivel: Metais ligados a ferro e manganés. Oxihidroxidos de metais
ligados a 6xidos de ferro e manganés, instaveis sdo liberados em condi¢des
redutoras.

e Fragcdo oxidavel. Registrado para sulfetos metdlicos e matéria organica.
Degradacdo da matéria organica sob condi¢des oxidantes, liberando sulfetos
metalicos soldveis ou ligados a ele.

¢ Fracdo residual. Metais ligados aos minerais primarios, tais como silicatos
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3. MATERIAIS E METODOS

A drea de estudo encontra-se situada em frente 4 Indistria de Cerdmica Branca
“Adalberto Vidal” no municipio San José de Las Lajas (22°58°29.81°" N, 82°09°57.65°°0),
Provincia Mayabeque. Foi definida pelo Centro de Desenvolvimento Agrario e Rural -
CEDAR (2004) como um dos focos contaminantes do municipio.

Este municipio ocupa 10,4 % da drea total da provincia, sendo o segundo maior em
tamanho, onde 76% correspondem ao fundo agricola, sendo 54% cultivado e 22% ndo
cultivado. Possui vdrias industrias que constituem no plano econémico, importantes fontes de
emprego. No entanto, estas também sdo fontes de contaminacdo relacionadas com as
atividades que realizam, as quais representam um perigo para a seguranca alimentar da regido
(CEDAR, 2004). Foram identificadas na area um total de 32 espécies agrupadas em 22
familias que se desenvolvem sem mostrar sintomas de toxicidade (Quevedo, 2006).

Focos contaminantes
" = *\\_
7 1 Planta Pasteurizadora
g 2 CENSA

0N R i 3 Fabrica de Vidrio
D NN e e
= {g = 4 Ceramica Blanca
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o
(=3

. z 7 Fabrica de Goma

8 Fibrica de Pastas

almenticias.
L — 9 Fabnica de Conductores
Fotes contaminartes N s

Figura 2. Mapa do municipio de San José de Las Lajas, com os focos de contaminagdo
segundo o CEDAR (2004). Seguido de édrea de trabalho frente a industria de Ceramica
Branca, pode-se observar o despejo do esgoto da industria espalhado em uma drea
agricola perto de um assentamento rural.

O substrato estudado se encontra situado sobre um solo do agrupamento Ferrasols,
(WRB, 2007) segundo classificacdo de solos de Cuba Ferralitico Amarillento lixiviado
(Hernéndez et al., 2004). O mesmo se situa numa posi¢ao intermédia no meso-relevo, tendo a
influéncia aluvial de outro agrupamento de solos, conhecido como Pardo Sialiticos os quais
ocupam posicdes mais altas. Essa influéncia € significativa durante eventos ciclénicos devido
aos volumes das dguas que arrastam uma grande quantidade de coloides e sais soluveis
(Martin, 2001; Guzman, 2006) o qual pode justificar os niveis elevados de carbonatos
presentesno substrato (Guzmaén et al., 2008).

As condigdes de contaminacdo por metais pesados estdo relacionadas a Empresa de
Ceramica Branca “Adalberto Vidal”, que como parte do processo de produgdo gera residuos
liquidos e sélidos despejados na drea de estudo. Os residuos aportam ao solo elevadas
concentracoes de silicatos, cdlcio, magnésio, niquel, cobalto, zinco e Chumbo, entre outros
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elementos (Guzman, 2006). O solo atua como um elemento filtrante, assim como as dguas do
lencol fredtico, produzem movimentos dos metais pesadosa nivel superficial e no intrassolo.

Na mesma édrea se desenvolvem processos carsicos devido a aproximagdo da rocha Martin
(2002).

3.1. Descricao do Solo Contaminado

Horizonte AP: Possui uma profundidade de 0-20 cm. A cor quando seco € SYR 4/6
sendo vermelho amarelado

Horizonte A: Possui uma profundiade de 20-60 cm e a cor quando seco é 2.5YR 3/6
vermelho escuro. Apresenta textura argilosa, estrutura granular e sdo observadas
raizes. A sua reagdo H* € negativa € se observam plintitas de manganés

Horizonte B1: Possui uma profundidade de 60-95 cm. Corquando seco € 2.5 YR 4/6
vermelho. Textura argilosa, com una estrutura granular fina, se observam ainda
algumas raizinhas, reacdo H* € negativa é ndo se observam plintitas.

Horizonte B2: 95 cm a + apresenta um material argiloso de cor vermelho.

Topografia: relevo ondulado.

Drenagem interna: regular.

Fertilidade: média.

Productividade: média, limitada pela drenagem interna no perido chuvoso.

Fator de formacao predominante: o clima.

Processo de formacao: Ferralitizacdo célcica.

Fatores limitantes: Sao solos extremadamente secos no periodo pouco chuvoso pelo
que precisam ser irrigados.

Clasificacao Genética

Agrupamento: Ferralitico. (Ferrasols segundo WRB, 2007)

Tipo: Amarilhento

Sub-tipo: Lixiviado.

Género: Eutrico.

Espécie: Profundo.

Variedade: Argiloso

3.2. Amostragem do Solo

A amostragem do solo foi feita em forma de grade, coletando um total de 20 pontos
em triplicata, em duas profundidades (0-20) e (20-40), de acordo com a Norma Mexicana
NMX-132-SCFI-2006 (SCFI 2006) e metodologia de Valdés et al. (2006). Cada ponto foi
georeferenciado com ajuda de um GPS manual (Garmin Etrex 12555489). Com os dados
coletados, foi construida uma planilha em excel e a cada ponto lhe foi atribuido uma
localizacdo geografica de acordo ao sistema GIS. Usando os mddulos do sistema Spatial
Analyst do ArcGis (9.2 ESRI) os dados de localizacdo foram convertidos em UTM. Através
dos interpeladores do inverso da distancia ao quadrado (IQW) foram gerados mapas de
distribuicao geoespacial dos teores psudotatais dos metais pesados determinados
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Craicum was 84

Header MName DescriptTion Ty pe FPositTion Altitude
waypoi it o1 User waypolint 17 < 280213 2541221
waypod it oz User waypolnt 17 o 2E0221 2541206
waypod o= User waypodnt 17 o 280208 2541210
waypod O Useaer waypodnt 17 o 2EO0243 2541199
wanpod s a5 User waypodnt 17 o ZEeO0228 2541230
waypoi et oa User waypoint 17 g 280227 2541240
wWaypoi nt o7 User waypodint 17 o 280242 25412472
wWaypoint o8 User waypoint 17 o 280253 2541232
wanypod it oo User waypolint 17 @ 280263 2541221
wanypodnt 10 User waypoint 17 @ ZEB026E8 2541211
wanypoint 11 User waypoint 17 @ 2E0280 2541219
waypoint 12 User waypolinto 17 @ 280273 2541231
wanypoinc 13 User waypolinc 17 Q 280269 2541242
waypoi it 1.4 User waypolnt 17 < 280276 2541262
waypod it 15 User waypolnt 17 < 2B0281 2541252
waypod 1a User waypodnt 17 < ZEB02E8E8 2541245
waypod 17 Useaer waypodnt 17 o 2EO0291 2541232
wanpod s 18 User waypodnt 17 o Z2EO03205 2541253
waypoi et 19 User waypoint 17 g 280286 2541257
wWaypoint 20 User waypodint 17 o ZE0285 2541260

Figura 3. Matriz de dados usada para a interpolacdo dos 20 pontos que permitiu a geracao dos
mapas de distribuicdo espacial dos elementos tracos.

Para determinar relagdes de influéncia entre os metais pesados foi realizada uma
andlise de correlacdo e de componentes principais (ACP), enteiramente causalizado e foi
usado o teste de Tukey com 5% de probabilidade. Foi usado o programa estatistico
Statgraphic Centurion XVI versdo 16.1.18 (64 bits) — Edi¢do Professional.

3.3. Analises Laboratoriais

ApOs coleta, as amostras foram secas ao ar, destorroadas, homogeneizadas e passadas
através de uma peneira de 2 mm de malha nylon para realizacdo da caracterizacdo do
substrato. Para determinacdo das concentragdespseudototais de Pb, Zn, Co, Cu e Ni as
amostras foram trituradas em almofariz de dgata e novamente peneiradas, utilizando uma
peneira de malha de nylon, com abertura de 210 um, e realizada a extracdocom &agua régia
(ISO 11466, 1995). Os extratos obtidos foram analisados por espectrofotometria de absorc¢ao
atomica em aparelho VARIAN-AA600.

A caracterizag@o quimica e fisica foi determinada pela metodologia descrita no manual
de métodos de analise de solo EMBRAPA (1997).

a) Carbono Organico (Corg.): obtido pela oxidacdo da matéria organica do solo via
umida com solucao de dicromato de potdssio em meio sulfiirico, empregando-se como
fonte de energia o calor desprendido de 4cido sulftirico com aquecimento. O excesso
de dicromato ap6s a oxidacao € titulado com sulfato ferroso amoniacal.

b) Cations trocaveis (Ca, Mg e Al): extracdo dos elementos trocdveis com solucdo de
KCI mol L-1, e os cétions trocdveis (Na, K) extracio com HCI 0,05mol L-1, e
determinagdo de seus teores no extrato.

¢) CTC efetiva (CTCE): obtida através do somatério dos cations trocdveis (Ca*> +
Mg*? + AI*® + Na*, K*).

d) pH em H>O: relacdo solo: liquido 1:2,5, valores obtidos pela medida da variagdao do
potencial em eletrodo combinado com a variagdo da atividade hidrogenidnica da
solucdo.
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Tabela 4. Caracteristicas quimicas do solo contaminado.

pH pH
Prof. dgua KCl Na Ca Mg K S T A% m n Corg M.O

(cm) 1:2,5 e s cmolc / dm? % % %
0-20 7,3 6,4 0,14 29 6,5 0,090 35730 35730 100 O 0,392 1,78 3,07

3.3.1. Extracao sequencial dos metais pesados

A extragdao sequencial foi feita pelo método do Community Bureau of Reference —
BCR segundo Ure et al. (1993) e modificado segundo o manual de laboratério. de quimica e
polui¢do, Ciéncias do Solo-UFRRIJ. O mesmo conta de seis fracdes que as quais descrevem a
especiacdo dos metais pesados no solo.

Tabela 5. Procedimento da extragdo seqiiencial usada para o fracionamento dos metais no solo.

Fracoes Reagentes Reaciao-Fracao do solo Processamento das amostras
) o . - .
F1 Agua destilada Soldvel f;rrrlll agitagdo, *centrifugacdo 5Smin/3000
F2 MgCL 1M Trocével Agitacdo 2hrs *15min/3000 rpm
F3 C2H40,0 11M Acido trocével Agitagdo 16-20 hrs e*15min/3000 rpm
F4 NH>OHO 1M Oxidos de Fe e Mn Agitacdo 20hrs e *15min/3000 rpm
F5a H,0, Matéria Organica (Banho Maria) 1:30 hr/min

posteriormente F5b
F5b NH,OHO IM

F6 Fracido residual = biodisponivel (F1+F2+F3)-pseudototal

Ap6s a obtengdo dos extratos, as amostras foram homogeizadas com 50 ml a pH 7 e
reservadas para leitura. Os extratos obtidos foram analisados por espectrofotometria de
absor¢do atomica em aparelho VARIAN-AA600.

3.3.2. Andlises quimicas e microbioldgicas dos efluentes liquidos

A érea possui um canal coletor de despejo do residual liquido (CDL) que sai da fabrica
levando todos os residuais até uma caixa de contencdo de despejo solido (CDS). Quando esta
caixa enche operdrios ao invés de coletarem os residuos sélidos, estes sdo depositados no
ecossistema. Ao mesmo tempo, a construicdo da fabrica € da década dos 50 e hoje a producado
€ bem maior que a capacidade de retencdo para a qual foi construida e portanto, a caixa de
contencdo € pouco eficiente (Quevedo, 2006).

Amostragem: De cada parte foram feitas cinco amostras. No canal (CDL) foram
tomadas cinco amostras liquidas; e na caixa de contencdo (CDS) foram amostrados os
extremos e o centro, igualmente, cinco amostras da dgua e cinco compostas do sélido retido.
Posteriormente foram trasladadas para a faculdade de agronomia da Universidad Agraria de la
Habana (UNAH) e procesadas. Os residuos sélidos foram secos ao ar e logo foram
processados conjuntamente com o solo para a determinacdo dos teoeres de elementos-tracos.
As amostras liquidas foram filtradas e posteriormente determinaran-se os teores de metais
pesadoss presentes no efluente liquido, mediante espectrofotometria de absor¢do atdmica em
aparelho VARIAN-AA600.

Também foram feitas as contagens de aerdbios totais, coliformes totais, das bacterias
Escherichia coli e Pseudomas aeruginosa, nas amostras procedentes do despejo liquido
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(CDL) e procedente da caixa de conten¢do (CDS) de acordo com a norma cubana (2004).
Assim como a descri¢do morfoldgica de cada coldnia dos microorganismos aerébios, segundo
o manual de andlises microbioldgicas, Novo (2007) e Atlas e Bartha (2007).

3.4. Levantamento de Espécies Vegetais

O levantamento das espécies vegetais foi feito usando o método do quadrado (Labrada
et al., 1979; Mostacedo e Fredericksen, 2000) paralelo ao geo-referénciamento dos pontos de
amostragem e coleta de solo. A cada amostra coletada lhe foi avaliado um valor de cobertura
(1-100%) contando a quantidade de espécies dentro do m?. A porcentagem de cobertura foi
usada para avaliar a espécie de maior influéncia na area.

As espécies coletadas foram identificadas no laboratério de botanica (UNAH-Cuba)
onde existe um herbario colecao.

Os resultados foram analisados estatisticamente através do XLSTAT. Pro 7.5. Foi
realizada uma andlise de correlaciio de Person entre o nimero de espécies por m? e o contetido
pseudotal dos metais pesados.

3.5. Microcosmos

Estudo da tolerancia de Brachiaria decumbens em um solo contaminado com elevados
tedres de Pb, Zn e Co, no sistema de microcosmos. Foram usadas amostras de solo de Cuba
procedentes dos mesmos pontos onde foram feitas as andlises quimicas, com variacdes nos
teores de cada metal. Usou-se um volume de solo de 30 cm?, que foi depositado em copos
platicos descartdveis (30 ml), por sua vez, colocados dentro de recipientes de vidro de 100 ml,
de modo que pudessem ser irrigados de maneira isolada. Segundo a Figura 6. Cada amostra
foi trabalhada em triplicatas sendo 9 o numero de amostras de solo de Cuba, e uma
testemonha (areia estéril com solucao nutritiva), de acordo com o delimeamento experimental
casualisado bicatorial 10x3. Sendo um total de 30 amostras.

Em cada vaso, foram depositadas 10 sementes de B. decumbens, préviamente
esterilizadas e escarificadas: para isto, foram imersas em &cido sulftirico concentrado
comercial durante 13 minutos. Posteriormente foram lavadas em dgua destilada para eliminar
todo o 4cido e em seguida, mantidas por 60 minutos em recipientes contendo 200 ml de dgua
destilada; finalmente, foram colocadas para secar na sombra.

Figura 4. Microcosmos com Brachiaria decumbens e solo contamindo com metais pesados.
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Os vasos com as sementes foram colocados no fitotron com luz e umidade controlada,
sendo a frecuéncia del6 horas/luz 8 de escuridao. Apés 7 dias da germinacao, foram deixadas
crescer s6 5 plantulas por vaso por um periodo de 60 dias até serem efetuados os cortes de
todas as folhas. As folhas coletadas foram pesadas e foi determidado o contetido de pigmentos
fotossintéticos (clorofilas A e B) pelo método de (Arnon, 1949; Baskaram et al. 2009). Apés a
extracdo o material vegetal foi secado em estufa, pesado novamente e reservado para andlises
de metais pesados.

A solugdo de acetona (80%) + pigmentos foi deixada secar ao ar. O extrato resultante
foi redissolvido com uma solugdo de dcido clorhidrico na propor¢ao de 1% e foi medido o
teor de (Pb, Co, Zn, Mg) contidos na solu¢do de clorofila; possivel relacio de absorcdo no
complexo de pigmentos.

3.5.1. Determinacao do contetido de pigmentos fotossintéticos

A massa de 500 mg de folhas frescas foi macerada e homogeneizada em 10ml de
acetona 80% por 48 horas, sendo o sobrenadante misturados e centrifugados 15 minutos a 800
rpm. O sobrenadante foi separado e reservado para medi¢do de absorbancias.

Foram medidas absorbancias (645 nm, 663 e 480 nm) correspondentes aos
conteddosfotossintéticos, clorofila a e b, usando um espectrofotémetro UV visivel U-2900. O
resultado foi calculado usando como base para o calculo as seguintes equacoes:

Clorofila a (massa fresca mgg™)=(0,0127)(Abs663)-(0,00269)(Abs645);
Clorofila b (massa fresca mgg')=(0,229)(Abs645)-(0,00488)(Abs663);
Clorofilas Totais (massa fresca mgg™")= (0,0202) (Abs645)+(0,00802)(Abs663).

3.5.2 Isolamento de bactérias diazotroficas e atividade da nitrogenase

O procedimento para o isolamento das bactérias foi o seguinte: Em vasos com 30 ml
de solo, reservaram-se nove dos 20 pontos amostrados do ecossistema contaminado, foram
cultivadas mudas de Brachiaria decumbens como isca. Apds 30 dias, foram selecionados ao
acaso 3 amostras com as suas repeticoes que tivessem diferencgas nos teores de Pb, Zn e Co,
para proceder ao isolamento das bactérias a partir de tecidos vegetais (raizes e folhas).

Foram trituradas amostras de 10 g de tecido vegetal (raizes e folhas) em solucdo de
sacarose a 5%, e maceradas, e submetidas adilui¢des sucessivas em solucdo de sacarose a 5%,
em concentracdes de 102 a 10 e calculado o NMP. Destas dilui¢des, aliquotas de 0,1 mL
foram transferidas para frascos de 10 mL com5 mL dos seguintes meios semi-sélidos e
isentos de N: LGI-P (Cavalcante e Dobereiner, 1988), NFb-malato (Dobereiner, 1980) e os
sais do NFb, tendo glicose, amido ou a mistura 3 g de glicose + 1 g de oxalato + 1 g de citrato
por litro (JNFb) como fonte de carbono, em trés repeticdes. Os frascos sdo incubados por
cinco dias, a 28 °C, no escuro, avaliando-se, entdo, as caracteristicas de crescimento
(formacao de pelicula ou bolhas de gases) Conforme o descrito por (Baldani et al., 1999).

A atividade da enzima nitrogenase foi avaliada através da atividade de reducdo de
acetileno (ARA). Foram inoculados 50 ul de cultura (com densidade 6tica ajustada para 0,5)
em frascos com volume de 10 mL contendo 5 mL de meio de cultivo (JNFb para
Herbaspirillum; NFb para Azospirillum) incubados a 30°C. As andlises foram realizadas 48 e
72h apds a inoculacdo. Os frascos foram vedados com uma rolha de borracha perfuravel e
ImL de acetileno foi introduzido com o auxilio de uma seringa e incubados por 1h a 30°C.

Posteriormente, 0,5 mL da atmosfera foram retirados e injetados em cromatografo
gaseoso para determinar a concentracdo de etileno na amostra. Foram utilizadas trés
repeticoes de cada estirpe, além de meio de cultura estéril como controle (Lowry et al., 1951;
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Guedes et al., 2007). Foram utilizadas trés repeticdes para cada estirpe bacteriana além de um
meio de cultura estéril como controle.

Utilizou-se a tabela de McCrady (Dobereiner et al., 1995) para determinar, pelo
método estatistico o NMP de bactérias diazotréficas por grama de amostra, seguindo-se a
transformac¢ao dos dados para log (NMP+1) e a andlise de varidncia com comparagdo das
médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.5.2. Diversidade de fungos micorrizicos arbusculares

O isolamento dos Fungos Micorrizicos Arbusculares foi feito seguindo o protocolo da
Embrapa Agrobiologia — Lab. Micorrizas e modificado de Gedermann e Nicolson (1963).
ApoOs a extracdo dos esporos, foi feita a contagem em uma placa com anéis concéntricos (5
mm entre cada) e com auxilio de um esteroscopio (40x). Os esporos foram separados pela cor,
tamanho, forma e divididos em dos grupos que foram transferidos para laminas e fixados com
alcool polivinil em lactoglicerol (PVLG) de um lado, e outro grupo fixados com dalcool
polivinil em lactoglicerol (PVLG) + reagente de Melzer. Posteriormente foram cobertos cada
grupo com laminula. O grupo de esporos fixados com PVLG+Melzer e quebrados
cuidadosamente, fazendo pressdo sobre a laminula com um ajuda de um cotonete de algodao
para promover a exposi¢cao das paredes e estruturas internas (Furrazola et al., 2011). Mediante
um microscopio Karl Zeiss e cadmera acoplada AxioVision (v. 3.1 software at 1300 x 1030
dpi) foram feitas fotografias de cada tipo de esporo identificado que foram usadas como
auxilio na classificacdo e identificacdo de géneros e espécies.

3.5.3. Identificacao de espécies
As espécies foram identificadas a partir da colecdo criada em laminas e mediante o
auxilio das fotografias. Foi usado o sistema de classificacdo de anélise morfoldgica cléssica, o

auxilio dos especialistas do Instituo de Ecologia y Sistemadtica-LLa Habana, Cuba e os critérios
de classificacdo taxondmica, segundo Oelh et al. (2003).

22



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Analises do Solo
4.1.1. Distribuicao espacial de metais pesados

A Figura 5 mostra a distribuicdo espacial da concentracido pseudototal dos seguintes
metais pesados: Pb>Zn>Co>Cu>Ni na drea de despejo da Empresa de Ceramica Branca
Adalberto Vidal. Nela podem ser observadas as variacdes que definem dreas de maior e de
menor concentragdo dos metais pesados, definidos por médias estatisticas em cada ponto.
Sendo como se observa a cor verde para a média do menor valor e a cor vermelha para a
média do maior valor. Se apresenta uma distribuicio desigual dos teores de metais pesados na
area estudada, com predomindncia de Pb>Zn>Co, sendo esses metais pesados os
contaminantes mais concentrados na drea estudada.
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Figura 5. Mapa da distribuicdo espacial dos valores pseudototais dos metais pesados Co, Cu,
Ni, Zn e Pb, na érea de despejo da Ceramica Branca.

A continuagdo mostran-se os pontos da amostragem interpolados ao mapa do Google
(IQW, com ArcGIS e coordenadas UTM (Figura 6) e a distribui¢do espacial de Pb e os teores
biodisponiveis nos pontos onde os valores pseudo totais foram méximos, (Figura 7). O Pb € o
elemento-tragco mais concentrado (51048 mgkg-1 valor maximo) na drea de estudo. A sua
concentracdo se apresenta muito elevada em toda a drea e maxima nos pontos mais proximos
a fonte de contaminagdo. O que pode estar relacionado com a sua estrutura quimica, sendo
pouco moével e por isso € mais acumulado nas dreas mais proximas a fonte de contaminagao.
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Figura 6. Area de despejo, Empresa Cerdmica Branca (posicdo indicada pela seta) Adalberto
Vidal, San José de Las Lajas, Mayabeque, Cuba; pontos de amostragem (pontos em azul

no espago tracado).
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Figura 7. Distribui¢do espacial da concentracdo pseudototal do Pb; teores médios nos pontos
amostrados. Contetddo biodisponivel; fracdo F3 da extracdo sequencial.

De acordo com valores orientadores do CONAMA (2009) valores minimos estao
acima dos valores de investigacao para o cendrio Agricola e os maiores teores estio muito por
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cima dos valores de Investigacdo para o cendrio industrial. Como se trata de um ecossistema
que estd proximo de assentamento populacional, a drea precisa ser recuperada, na maior
brevidade possivel.

A especiacao de Pb pode ser observado na (Figura 8) em porcentagens de acordo com
as fracdoes. No mapa de distribui¢cdo espacial foram situadas porcentagens dos valores
biosdisponiveis correspondentes aos teores maximos pseudotais. Verificou-se que ha presenca
de Pb em todas as fracdes analisadas da extracdo sequencial, por tanto, estd prsente no solo,
solivel (F1), 4cido soldvel (F3), ligado aos 6xidos de Fe e Mn (F4) e ligado a matéria
organica (F5). Os menores teores foram determinados na fracdo trocavel (F2) e os maoires
entre a fracao residual (F6) e os valores pseudototais (100%).
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Figura 8. Especiacio de Pb, porcentagens das fragdes (mgkg'), x (pontos de amostragem).
F1 (soldvel em dgua), F2 (trocavel), F3 (dcido solivel), F4(ligado aos 6xidos de fe e Mn),
F5 (matéria organica), F6 (residual).

A fragdo residual (F6) representa entre 70-95% do dos teores pseudototais (100%),
excepto em alguns pontos de amostragem onde o valor cai para 37-47%. Nesses pontos, ha
maior quantidade de Pb 4cido soldvel (F3). No mapa de deistribuicao pode ser observado que
os teores biodisponiveis estdo na fracdo F3 principalmente com valores que representam
66,81; 87,48; 86,48 % do total da somatdria das fracdes (F1, F2, F3) e o indice
biodisponibilidade foi de 32,7; 12,97; 8,38% respectivamente. A variacdos dos teores
biodisponieis pode estar obedecendo a influenga dos valores de pH, devido a que este € maior
que 8 nos pontos do terco superior do terreno, ou primeiros pontos e entre 7-7,8 nos pontos
mais distantes ou terco inferior e essas mudancas podem mobilizar o elemento-tragco de uma
fracdo para outra. Também a fracdo F3 estd relacionada com os carbonatos, por tanto uma
parte de Pb pode estar sendo absorvida nos carbonatos o que pode ter contribuido com esses
valores nesta fralgao. O que pode ter contribuido para o aumento da biodisponibilidade. Outro
fator pode estar relacionado com a quantidade significtiva do elemento-trago no ecossistema e
com a elevada CTC prsente.

Geralmente em andlises de especiagdo de metais pesados a través dos métodos onde
sdo usados diversos extratores, tem-se verificado que os elementos de maior mobilidade
encontram-se, predominantemente, nas formas quimicas soldvel, trocdveis e ligados a
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carbonatos, enquanto os de baixa mobilidade aparecem ligados as fracdes 6xidos de Fe, Mn,
além das fracdes orgénica e residual (Amaral Sobrinho et al., 1994). Neste caso, similar ao
que foi constatado pelos autores, a maior porcentagem de Pb encontra-se entre os teores
pseudotais e a fracdo residual. Mas ndo foi s6 observado que outros valores estivessem s6
ligados com a matéria organica (F5) e ligado aos 6xidos de Fe e Mn (F4). Pelo contrario, uma
porcentagem siginificatica se encontra biodisponivel. O que pode ser absorvido pelas plantas
e gerar impatos negativos na microbiota do solo.

Nesta drea Pb é um elemento de origem antrépica e de acordo com o seus teores de
concentracdo é o elemento principal contaminante. Smith (2009) e Mahviet al. (2005) em
estudos de metais pesadoss de solos proximos a dreas industriais observaram que a distancia
da fonte de contaminacdo tem um efeito redutor na concentragdo de Pb, sendo significativa
essa diminuicdo a medida que as cotas se afastam da fonte contaminante. Segundo Alloway
(1995) e Becerril (2002) Pbé um elemento de baixa mobilidade. Portanto, liberado no
ambiente, concentra-se proximo da superficie e proximo as fontes de contaminagdo, tendo
similar comportamento ao observado neste estudo.

O préximo elemento a ser analisado e que também se encontra em elevadas
concentracdes € o Zn (Figura 9) com o valor médio maximo de (4050 mgkg!). Similar ao
observado para Pb, em todos os pontos de amostragem os teores sdo elevados.
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Figura 9. Distribuicdo espacial da concentracido pseudototal do Zn, teores médios nos pontos
amostrados. Area de despejo, Empresa Ceramica Branca Adalberto Vidal, San José de las
Lajas, La Habana, Cuba.

Zn é um elemento-traco que tem maior mobilidade que Pb (Kabata Pendias e Pendias,
2001). Os mapas de distribuicdo espacial mostram tal fendmeno. Alguns fatores quimicos e
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fisicos e bioldgicos também podem interferir na mobilidade deste. Apresenta sensibilidade
aos efeitos de escoamento das dguas superficias, € retido pela matéria organica devido a sua
afinidade para formar quelatos (Ross, 1995).

Através do mapa de distribuicdo espacial (Figura 9) € possivel observar que na medida
em que os pontos estdo mais distantes da fonte de contaminagd@o os teores de metais pesados
sdo mais elevados. Sendo mais concentrados no ter¢co médio inferior da drea amostrada.

De acordo com os valores orientadores do CONAMA (2009) Zn também se encontra
com teores muito superiores ao valor de intervencdo para o cendrio Agricola e industrial
(Tabela 6).

A especiacdo de Zn pode ser observada na Figura 10. Foi determinada a presenca de
Zn em todas as fracOes da extragdo sequencial. Os maiores valores encontram-se na fracao
residual e representam entre 0 45-95% com relacao aos teores pseudotais (100%)
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Figura 10. Especiacdo de Zn, porcentagem das fragdes (mgkg') x (pontos de amostragem).
F1 (soluvel em &gua), F2 (trocavel), F3 (4cido soldvel), F4 (ligado aos 6xidos de Fe e
Mn), F5 (matéria organica), F6 (Residual).

Os maiores valores biodisponiveis resultaram na fragdo 4cida soldvel (F3). Em geral
observou-se que hd uma diminuicdo dos teores biodisponiveis do ponto 1 para o ponto 8
(Figura 10) aumentando os teores na fracdo residual, o qual indica que a apartir deste ponto a
biodisponibilidade cai drasticamente.

O teor de Zn solivel na fragcdo (F3) apresentou comportamento contrdrio ao esperado,
havendo diminui¢do deste com a diminui¢do do pH de 8 para 7. Resultados similares foram
constatados por Nachtigall et al. (2008) que atribuiram esta diminuicio a falta de
especificidade do extrator para determinar teores nessa fracdo.

A maior propor¢do do Zn (média de 79,9%) esteve ligada a fracdo residual. Os
resultados sdo milares aos obtidos por Iyengar et al. (1981) que trabalharam com 19 solos do
Estado da Virginia (EUA), observaram que, em média, 70% do Zn se encontravam na fracao
residual. Shuman (1985) observou que o Zn de solos do Estado da Geodrgia (EUA) estava
associado principalmente aos 6xidos de Fe cristalinos e a fragdo residual. Silveira et al. (2006)
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também constataram que a maior parte do Zn estdrelacionada as fragdes residual e ligada a
oxidos de Fe.

Em relagdo aos teores de Zn da fracdo do Zn ligada aos 6xidosrepresentou, em média,
4%, a fracdo ligada a matéria organica totalizou menos que 2,5%, enquanto a soma das
fragdes biodisponiveis (F1+F2+F3) foi de 15%, com uma maior contribuicdo da fracdo acida
solivel (F3)que resultoude 12,5%, e solivel em dgua (F1) 3,0 %.

De forma andloga, Zhang et al. (1998) obtiveram valores de Zn associados a fracdo
oxidos entre 4,5 e 8,8% do Zn total. Por outro lado, Silveira et al. (2006) observaram que o Zn
ligado a matéria organica e afragdo trocdvel foi inferior a 1% do total em um Latossolo
Vermelho, sendo similar ao observado neste estudo.

Selhantes resultados foram constatados por Sposito et al. (1982) que estudaram solos
tratados com biossolidos, também encontraram valores entre 1,6 € 1,7% do Zn total associado
a fracdo soluvel + trocével.

Os teores de Co também sdo apresentados em um mapa de distribuicdo espacial
(Figura 11). Ao contrario de Pb e Zn, Co apresenta teores maximos de concentracdo nos trés
tercos da area amostrada. De acordo com os valores orientadores do CONAMA (2009) os
teores de Co, também se encontram acima dos valores de referéncias para o cendrio agricola e
industrial.
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Figura 11. Distribuicdo espacial da concentracdo pseudototal do Co, teores médios nos
pontos amostrados. Teores biodisponiveis e indice de biodisponibidade (IB) nos pontos
onde os teores pseudototais resultaram mdximos. Area de despejo, Empresa Ceramica
Branca Adalberto Vidal, San José de las Lajas, La Habana, Cuba.
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Quanto a especiacdo (Figura 12) de Co, nos pontos onde os valores pseudottais
resultaram maximos, no mapa de distribuicio espacial foram situados os valores
biodisponiveis relacionados com a fracdo 4cido soldivel (F3), onde se obtiveram valores
médios para os trés pontos de 86,60; 81,35 e 88,14%.

Contrério a Pb e Zn, verificou-se que hd teores biodisponiveis pertenecientes a fracdo
acido soluavel em todo o ecossistema. Os teores biodisponiveis relacionado com a fra¢io dcido
solivel variaram de 6,8-66,6% para uma média de 37,34%. Entre tanto, (média de 10%) do
total encontra-se ligado a matéria organica (F5). Quanto aos teores da fracdo residual, foram
determinados valores médios de 41,66%. Por tanto, os maiores teores de Co, emcontran-se
alternados entre a fragdo dcida solivel (F3), que sdo biodisponiveis e os toeres da fragcdo
residual (F6), que ndo o sdo.
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Figura 12. Especiacio de Co, porcentagem das fracoes (mgkg™), x (pontos de amostragem).
F1 (solivel em 4gua), F2 (trocdvel), F3(4cido soluvel), F4 (ligado aos 6xidos de Fe e
Mn), F5 (matéria organica), F6 (Residual).

H4 uma grande variacio da biodisponibilidade medida pelo indice de
biodisponibildade (IB) dos teoeres de Co no ecossistema, variando desde 8,38-80,28 % com
uma média de 45,23%. Indicando biodisponibilidade elevada, no agroecosistema.

Isto pode estar acontecendo porque de acordo com Quevedo (2006) que caraterizou o
processo produtivo da empresa de ceramica branca, de San José-Mayabeque, a chegada de Co
no ecossistema pode estar sendo em forma soldvel, dissolvido nas 4guas de despejo,
provenientes da planta de produgdo No. 2 como residuos dos pigmentos usados na confegcdao
de pisos e azulejos.

No solo, Co é um microelemento e se apresenta geralmente em quantidades muito
baixas, muitas vezes em deficiéncia. A sua origem quase sempre é litogénica e pode estar
associado aos 6xidos de Fe e Mn. Neste caso, os teores observados sao consequéncia da
atividade industrial. Os 6xidos de cobalto sdo usados como pigmentos na inddstria de
ceramicas e pinturas (Adriano, 2001).

Por sua vez, o Cu, com valores de 20-72 mgkg‘l, € um elemento-traco com valores
dentro dos parametros dos valores orientadores do CONAMA (2009), entre tanto forma
determinados alguns pontos onde os teores também superam os valores orientadores de
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investigacdo do CONAMA (2009) para o cendrio agricola e Industrial. Em estudos de dreas
proximas a industrias de ceramicas Peris (2006) também determinou presenca de Cu, em
valores similares aos observados neste trabalho.

Para o caso de Ni os teores médios pseudototais ndo se encontram acima dos valores
orientadores do CONAMA (2009). Entre tanto é possivel observar no mapa de distribuicao
espacial no ter¢co médio ha teores elevados e € onde se encontra mais concentrado.

Os grandes volumes de rejeitos carregados de metais representam um risco enorme
para a regido tendo em conta a proximidade com assentamentos urbanos e a atividade
agricola.

Resultados similares foram obtidos por Peris et al. (2008) em uma area com influéncia
de rejeitos de uma fabrica de ceramica na Espanha. A presenca de Cu, Ni, Zn e Pb fortemente
correlacionados em 4reas contaminadas préximas de industrias de cerdmicas também foi
reportado por Iyaka e Kalulu (2012) na Nigéria, evidenciando a relac@o deste tipo de atividade
industrial com esses metais pesados.

Devido ao fato de ndo existirem niveis orientadores para os solos de Cuba, diversos
trabalhos encontram-se em andamento através de projetos de colaboragdo CAPES/MES, entre
o Departamento de Solos UFRRJ, Brasil e o Departamento de Quimica da UNAH, Cuba, para
o estabelecimento de valores de referéncia nacional a fim de verificar tais padroes. Como
parte de estes trabalhos, estudos preliminares realizados em solos cubanos nas regides de
Artemisa e Mayabeque determinaram que os solos do tipo Ferraliticos —Ferrasols — (WRB,
2007) sobre calcario duro fragmentado possuem naturalmente teores pseudototais elevados de
Ni e Cu (Amaral Sobrinho et al., 2011; Pérez et al., 2012). Valores similares para Ni e Cu
foram determinados nesta pesquisa. Portanto, a matéria prima que usa a inddstria ceramica
cubana poderia estar sendo obtida de alguma regido onde ocorre a presenca de solos do tipo
Ferrasols (WRB, 2007) com elevados teores de metais pesados de forma natural.

Através da distribuicdo espacial dos metais pesados, € possivel conhecer o ponto
especifico de contaminacdo, o qual poderia ajudar no momento de estabelecer medidas de
contencdo e aplicacdo de técnicas como a fitorremediagao.

Apesar das vantagens do processo de extragdes sequenciais em relacdo apenas a
determinacg@o dos teores totais de metais pesados no solo, podem ocorrer problemas de baixa
seletividade dos extratores (Shan & Chen, 1993; Shiowatana et al., 2001), redistribui¢do dos
metais durante os processos de extragdo (Tu et al., 1994; Rakasasalaya et al., 1996) e
dependéncia dos resultados das condi¢des operacionais (Sahuquillo et al., 1999).

4.1.2. Analise de correlacao e componentes principais dos metais pesados

A andlise de componentes principais ACP mostra as relagdes entres os metais pesados.
Existem dois agrupamentos principais (Figura 13). O agrupamento um, relaciona a Fe, Pb e
Co, o agrupamento dois, relaciona a Cu, Zn, Ni e Mn. Esses agrupamentos podem ser
explicados devido as afinidades existentes entre os metais pesados: Co-Fe (0,5149), por
exemplo, pode ser explicado, devido a que Co é um elemento sideréfilo, o que quer dizer que
tem afinidade por Fe. Co e Pb, podem ter a mesma origem antrépica devido a atividade
industraial (Peris et al. 2008) ou estdo fortemente ligado as argilas, 6xidos de Fe (Navas e
Machin, 2002).

No segundo agrupamento, Ni-Mn (0,9085), uma relacio muito forte, poderia estar
indicando que Ni pode estar fortemente absorbido pelos 6xidos de Mn. O mesmo
compartamento pode ser observado na distribuicio espacial, onde o Ni é mais concentrado no
terco médio (Figura 7) onde por demais foram determinados os menores teores de Mn. A
mesma relacdo pode existir entre Zn-Mn, Cu-Mn. Esses resultados s@o similares aos obtidos
por Peris et al. (2008) os quais em um estudo de componentes principais (ACP) dos efeitos da
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distancia sobre os metais pesados na drea estudada Peris et al. (2008) verificaram a existéncia
de uma forte correlacao entre Ni-Mn / Zn-Mn, o que pode estar relacionado com a capacidade
destes elementos em formar complexos com os 6xidos e hidréxidos de manganés.

Figura 13. Andlise de correlagdo de componentes principais ACP entre os teores pseudototais
dos metais pesados.

A relacdo Cu-Zn foi descrita por Ma et al. (1997) sugerindo que a mesma acontecia
devido a que ambos os apresentam raios iOnicos similares. Neste caso, podendo estar
absorvidos pelos 6xidos de Mn.

Em solos com elevados teores de carbonatos como observado na area estudada (Marin
et al., 2000) a relacdo entre Pb e Zn € de tipo Pb/Zn (Ross, 1995) fendmeno também
observado na distribuicdo espacial dos elementos tracos (Figura 6) Esses elementos possuem
comportamentos de mobilidade opostos, como pode ser observado também na ACPs.

A presenca de Pb, Zn e Co em solos proximos a industrias de cerdmicas, foi observada
por Peris (2006) na Regidao de L’Alcora, Castellon, Espanha com resultados similares
observados neste estudo. O mesmo autor refere-se a atividade industrial como a principal
provedora dos metais pesados nos solos dessa regido, e associa ao uso de tintas e argilas
basicas durante o processo de fabricacio de azulejos e pisos com grandes volumes de residuos
carregados de metais pesados.

4.1.3. Analises dos efluentes que sao despejados na area

Os efluentes liquidos analisados (CDL) e (CDS) apresentaram teores totaisde Pb, Cu,
Co e Ni acima dos parametros admissiveis da Norma Cubana (2004), o que representa um
grande risco para a saide (Tabela 6) constituindo-se num fator a ser levado em consideracao
em andlises futuras no local, com o objetivo de calcular o volume despejado na drea e poder
estimar a carga contaminante no efluente liquido. Do mesmo modo, o conteido pseudototal
dos metais pesados presente no sedimento (CDS) resultou em valores elevados seguindo a
ordem de concentragao Pb>Zn>Co>Cu>Ni.

Quando comparados com os valores orientadores do CONAMA (2009), os teores de
Ni se apresentaram muito baixos e os de Pb (8600 mgkg™') foram os mais elevados, que,
juntamente com Co (651 mgkg™!) superaram todos os valores de referéncias de qualidade
(VRQ), sendo maiores que o valor de referéncia industrial (VI: 900, 90 mgkg?,
respectivamente). Zinco (910 mg.kg') e Cu (200 mg.kg!) apresentaram teores superiores ao
V. P (300 e 60 mg.kg ! respectivamente). No caso do Zn, muito préximo do V. I. para dreas
agricolas (1000 mg.kg!). J4 Cu tem um valor similar (200 mg.kg') ao V.LTal critério pode
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ser usado como parametro de comparacdo, dado ao fato de que a fabrica encontra-se em
atividade e que, em algum momento, esses niveis poderiam se incrementar.

Tabela 6. Teores totais e parametros de qualidade no despejo liquido e teores pseudototais no
despejo sélido do canal e do substrato contaminado da drea em estudo. (mgkg™! solo

SEco).
ok DS s (S scomay Vi i
Pb 0,22 0,234 0,05%*! 8600 Max Min P A I
49683,33  7033,33 72 180 900
Cu 0,07 0,191 1,0%! 200 72,33 19,97 60 200 600
Zn 0,32 0,253 5,0%! 910 4650,00 1566,67 300 1000 2000
Co 0,15 ,.08 0,05%*! 651 450,67 37,67 25 35 90
Ni 0,12 0,04 0,02%! 6.0 100,33 21,67 30 70 130

*lcmol kg! VI* Valor de intervengdo para dreas de contaminagio industrial, o maior valor tendo em conta o
tipo de contaminagfio e os teores analisados. *! Valores de referencia CONAMA (2009) P: prevengio; A:
agricola; I: industrial.

A drea de estudo estd assentada sobre um solo originado a partir de calcdrio (rochas
carbondticas) existindo uma forte atividade de processos carstiscos (Hardt, 2004) que da
origem a profundas rachaduras e/ou depressdes circulares no solo conhecidas por “ponor ou
dolinas”. Nestas depressdes descritas perdem-se elevados volumes de solo na regido (Febles
etal., 2011).

No caso dos efluentes liquidos analisados (CDL) e (CDS), estes apresentaram teores
totais soliveis de Pb, Cu, Co e Ni acima dos parametros admissiveis segundo as normas
cubanas (2004).

Um estudo sobre o processo de produgdo da inddstria ceramica foi conduzido por
Quevedo (2006). No mesmo, foi comprovado que as matérias primam que tem origens
pedogenéticas podem estar vindo de dreas onde os toeres naturais desses metais pesados sdo
mais elevados. No processo produtivo, grandes volumes de argilas sdo transformados em
lodos que canalizadas atravessam um sistema de esgoto até armadilhas encarregadas de reter
todo o material sélido, sendo que a cada certo tempo, as mesmas sao limpas e o material é
despejado no ecossistema que estd sendo analisado. Junto com este fator, o sistema de
armadilhas é muito ineficiente e por tanto, grande parte dos residuos avancam sem ser
contidos.

A drea possui leve inclinacdo de acordo com a topografia do local, associado ao carste
existente devido as caracteristicas proprias da regido (Febles et al., 2011), o relevo, favorece o
escoamento superficial destas dguas carregadas de coloides, minerais argilosos, e metais
pesados a serem depositados ao longo da topo sequencia. O que pode ser observado na Figura
14 que mostra os processo de escoamentos das dguas da regido, de formas superficiais e
subsuperficiais, no processo natural estd envolvido o transporte destes residuos, que se
acumulam contaminando os solos, com grande perigo de contaminagdo das dguas.

E importante citar, que o ecossistema analisado faz parte de uma bacia dominada por
processos carsticos muito grandes como aparece na Figura 14. Na mesma regido, sdo comuns
depressdoes do relevo de forma circular e grandes rachaduras, por onde as dguas sdo
incorporadas ao lencol fredtico, por onde também, se perdem cada ano elevados volumes de
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solo (Febles, 2006). O que significa um grande perigo de contaminagdo desses aquiferos com
metais pesados.
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Figura 14. Processos de escoamento superficial e fendmenos cérsicos, na regido onde se
encontra situado o ecossistema estudado. Esquema de transporte dos residuos que sio
despejados da empresa contaminadora, modificada de Febles (2006) com licengca do
autor.

Alguns trabalhos feitos na drea pelo grupo FITOPLANT-UNAH, tem monitorado a
deposicao de residuos (Guzman, 2006, Quevedo, 2006) chegando a ser em alguns lugares de
até 1metro sobre o solo.

O grupo FITOPLANT vem fazendo desde varios workshops com moradores da regido
e trabalhadores da fabrica como uma forma de trabalho participativa (Fitoplant, 2005-2012).
Nesses eventos tem sido possivel conhecer informacdes como a data do local, o alcance dos
residuos em épocas de chuvas, algumas possiveis doengas em animais domésticos que
costumavam pastar no local. Pessoas da fabrica que ficaram doentes. O que faz do trabalho
participativo uma ferramenta importante que facilita a observacdo e a recopilacdo de
informacdes. Permitindo maior visualiza¢ao do alcance do problema.

Sobre o radio de expansdo dos residuos, que nio tem sido tratado neste trabalho, mas é
importante mencionar, devido aos mecanismos aqui tratados sobre as caracteristicas
pedogenéticas da regido, pode se dizer que, esta drea, encontra-se situada numa posi¢ao
intermédia dentro do meso relevo. Solos Pardos Sialiticos, que ocupam uma posicdo mais
elevada contribuem para o aporte de grandes quantidades de coloides, e sais soldveis (Martin,
2002). A posi¢ao no relevo do ecossistema facilita a dispersao e disseminagao de parte desses
contaminantes, em épocas ciclénicas o radio de alcance de dguas brancas pode ser de varios
quilometros, aspecto que deve ser abordado em préximos trabalhos.

As andlises microbioldgicas (Tabela 7) indicam valores de coliformes fecais
superiores no que se refere as Normas cubanas (2004) de qualidade das d4guas com destino ao
consumo e nao ultrapassam os valores do CONAMA (2009) para dguas de origem industrial
que sdo despejadas em rios e lagos no Brasil. No entanto, como em Cuba ndo existem grandes
rios, os mesmos valores representam uma ameaca para as condi¢cdes cubanas. Ademais, a drea
de estudo encontra-se sobre um solo originado a partir de calcario — caliza dura (Febles, 2006)
— existindo uma grande proximidade do lencol freatico e abundantes areas de evacuagdo das
aguas superficiais, o que representa um perigo potencial de contaminacdo das aguas
subterraneas com os despejos da fabrica. A contagem de aerdbios totais encontrou-se em
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valores normais, sendo descritas estirpes bacilares, cocos, cocobacilos, do tipo gram positivos
e negativos, com aparéncias diversas, predominando colonias de margens lisas e irregulares,
convexas e planas, de cores amarelas, verdes e rosas, com excecdo da Escherichia coli, que
apresentou colonias de cor vermelho brilhante na prova do Agar Endo (Mayea et al., 1998;
Novo, 2007), indicativo de que as dguas estdo misturadas com esgoto urbano.

Tabela 7. Andlises microbioldgicas do efluente despejado no canal e na armadilha, assim
como do solo contaminado préximo da zona de saida do efluente.

Analises Microbiolégicas CDL CDS CDS Valores
g (Total) (Agua) (Sedimento) Permssiveis
C. aerébios (u.f.c/ml) 1,0x10* 1,3x107 0.0
Coliformes totais (37°C) 1 2
(N.M.P./100 ml) 39 >0 <2,2% <300%
Escherichia coli (N.M.P./100 ml) 20 10 0
Pseudomonas, spp - + 0

*1 Valores para dgua potdvel NC (Norma Cubana, 2004), CDL (canal de despejo liquido), CDS (canal de
despejo sélido) SC (substrato contaminado). *CONAMA (2009)

Apesar de serem estudos preliminares, na &4rea contaminada existem estirpes
autéctones com mecanismos desenvolvidos para sobreviver em ambientes contaminados.
Estudos realizados em lodos de esgotos ndo tratados no Rio Quibd da cidade de Havana
reportaram resultados similares referentes ao ndmero de populacdes gerais de
microorganismos aerébios descritos (Alvarez et al., 2007). Microorganismos autéctones
isolados de ambientes contaminados apresentam motivo de interesse para estudos de estirpes
capazes de serem usadas em técnicas de biorremediacdo e recuperacdo de solos.

A drea com influéncia da empresa de ceramica branca encontra-se contaminada
principalmente com Pb, Zn e Co, sendo estes trés metais relacionados a atividade industrial da
area. Os residuais liquidos contém teores de metais superiores aos permissiveis, assim como
os sedimentos depositados na caixa de contencao, resultando na contaminagao elevada do solo
na drea estudada. Existem populacdes gerais de microorganismos aerdbios autdctones em
valores normais que podem ser usadas para préximos estudos visando as técnicas de
biorremediacdo. No entanto, os coliformes totais superam os valores segundo as normas
cubanas (2004), o que representa um risco para as dguas subterraneas. Foram encontradas
colonias de Escherichia coli, significando que os despejos industriais estdo misturados com
esgoto de origem urbana.

4.2. Impacto dos Metais Pesados na Microbiota do Solo
4.2.1. Bioindicadores de qualidade: Cmic, C-CO2, qCO2 e gqMIC

Os resultados na Tabela 8 indicam que existem diferencas estatisticamente
significativas na biomassa microbiana (Cmic) em relagdo aos ter¢cos amostrados na drea de
estudo, na sequéncia TS<TM<TI, sendo maiores no TI. Igualmente a respiracdo microbiana
(C-CO2) resultou maior no TI e ndo houve diferencgas significativas para os valores de
respiracdo nos outros dois ter¢os, o que pode estar relacionado com o aporte de carbono
organico total (Corg), cujos valores encontrados seguiram a mesma distribuicdo que a
respiragao.
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Com relagdo ao quociente metabdlico (qCO>) foram observadas diferengas entre os
valores, na sequéncia TS>TM>T]I, indicando que hd uma reducdo gradual e significativa do
quociente metabdlico no sentido da declividade de amostragem, sendo o TI o que apresentou
o valor mais baixo de 0,68%10ugCO: solo seco h'. Os valores de carbono orgénico total
(Corg. %) e pH no TI foram os mais préximos ao solo testemunha, onde a média de carbono
organico foi de (3,07%) e de pH em torno de 7,3.

Tabela 8. Indicadores biol6gicos do solo.

Area Cmic CO2-C qCO:2 Corg pH qMIC
TS 136,47+17,77¢c 0,14 +,011b  1,02+0,09a 1,86 +0,63b  8,08+0,3a 0,78 n.s
™ 162,94+25,99b 0,13 +,015b  0,80+0,060b 1,96 +0,16b  7,8+0,07b 0,83 n.s
TI 249,20+20,94a 0,17+0,07a 0,68+0,04c 2,88 +0,26a  7,69+0,12b 0,86 n.s
E.P 7,93 0,003 0,023 0,09 0,04 -

C.V (%)
P <0.05 29,09 0,000 14,04 0,0000 18,97 0,0000 27,35 0,0000 3,17 0,0000 -
Diferencas TS<TM<TI TS=TM<TI TS>TM>TI  TS=TM<TI  TS>TM=TI -
S.T 275-335 - - 3,07 7.3 1,6

Andlises de variancia pelo teste de diferencas honestamente significativas (HSD) de Tukey: n.s-medias ndo
diferem significativamente, letras a,b,c em colunas, medias com diferencias estadisticas significativa com
um nivel de confianca de 95%. Teste da Varidncia mediante prova de Bartlett. S. T; Solo ndo contaminado
usado como Testemunha, n.s: Ndo significativo. Cmic (ug.g"); C-CO2 (ug COz g”! solo seco h'); qCO»
(CO2-C/Cmic: 107 ug CO; g solo seco h'!); Corg(%); pH (H20).gMIC (Cmic:Corg).

O quociente microbiano (qMIC) ou relagdo entre Cmic:Corg, que representa a
contribuicdo do carbono organico na biomassa microbiana, nao apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre os tercos, resultando nos trés tercos amostrados, em um
valor mais baixo que a média do valor obtido para o solo testemunha.

Em todos os tercos, como foi citado, os valores de biomassa microbiana estdao abaixo
do valor obtido no solo testemunha (335 pgg™') e de outros valores (275-449 ugg™') reportados
para os solos da mesma regido (Gomez et al., 2012). Por outro lado, o carbono da biomassa
microbiana geralmente estd compreendido no intervalo de 1 a 5% (Anderson e Domch, 2010)
do carbono organico total. Valores menores a estes intervalos indicam perdas de carbono do
sistema, como foi observado neste trabalho onde a biomassa microbiana apresentou valores
menores a 1%, diferente do obtido no solo testemunha com valores médios de 1,6%. Segundo
esses autores uma relagdo Cmic: Corg menor a 1% indica uma alteracdo anormal do retorno
da matéria orgéanica ou “turnover” no solo.

A reduc¢do da Cmic (%) e o aumento de qCO> com relac@o ao solo testemunha pode
ser descrita através de uma curva exponencial (Figura 15). Onde aumento de qCO2 como
observado no gradiente desde o TI até o TS, indica que hda um estresse na comunidade
microbiana do solo onde qualquer perturbacdo no ecossistema representa uma mudanca de
energia de crescimento para manutencdo (Anderson e Domsh, 2010), resultando em qCO2
elevados e redugdo na biomassa microbiana, como observado no TS.

Em solos contaminados com metais pesados, a contaminacdo pode levar a uma
reducdo da biomassa microbiana. Similar ao observado neste experimento e descrito na Figura
15, o que tem a ver com o decréscimo no ndmero de populacdes especificas de
microrganismos ou entdo com substitui¢do na estrutura da microbiota (Barros et al. 2010).
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Figura 15. Relagao entre o incremento de qCO: e a biomassa microbiana. Descrito através de
uma curva exponencial com a funcio y=0,0498¢%'!>* onde debaixo da curva sio
indicados os trés ter¢os que estd dividida drea de amostragm (Terco inferior, médio e
superior. Observe-se como hd uma reducdo da biomassa microbiana em relacdo ao
aumento do qCO> (%).

Segundo Andersom e Domsch (2010) a sintese de biomassa microbiana é menos
eficiente devido a incapacidade de sintese de biomassa sob estresse por metais pesados, o que
implica em uma reducdo da biomassa microbiana em solos contaminados. Nesta pesquisa, a
reducdo da biomassa microbiana no ecossistema quando comparado com o solo testemunha
esteve acompanhada de um incremento do qCO> do TI para o TS.

No TI, onde os valores pseudototais e biodisponiveis de Pb comparativamente aos
valores dos outros tercos foram inferiores (Tabela 7), foi observado o maior valor de biomassa
microbiana (249,20 ugg™!) e o menor valor do qCO? (0,68%107 ugCO; solo seco h™!, Figura
15).

Esta relacdo pode ser explicada dado que em solos sob estados de equilibrio a
biomassa é tanto mais eficiente quanto menos carbono € perdido em forma de CO», resultando
em quocientes metabdlicos (qCO2) baixos (Gama-Rodrigues et al., 2008). Portanto, o terco
inferior ao apresentar o mais baixo quociente metabdlico estaria sofrendo menor influéncia
dos metais pesados entre os trés tercos da drea estudada (Tabela 8), o que pode estar
relacionado com a distribuicao desses elementos no solo.

Nesta drea o Pb € mais acumulado no TS por se encontrar mais préoximo da fonte de
contaminacdo (Figura 6) e ao se afastar da fonte contaminante os teores diminuem devido a
baixa mobilidade deste metal (Alloway, 1995; Kabata-Pendias e Pendias, 2001). Também no
TI o pH apresenta valores préximos aos do solo testemunha, ndo contaminado (ST), pelo que
os microrganismos estariam em melhores condicdes para se desenvolver. Entretanto, o TS e
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TM estdao sob os maiores efeitos da contaminagdo, e isto pode ser observado nos baixos
indices de (C-CO2, qCO2, Cmic e gMIC, Tabela 8).

Os maiores niveis de Ni foram observados no TM com uma variacdo dos teores
biodisponiveis de até 28,9%, mas ndo foram observados resultados isolados significativos que
apontem uma influéncia deste metal nos indicadores neste terco. A variagdo do teor
biodisponivel de Cu com relagdo ao pseudototal foi de até 62%, o que significa dizer que uma
quantidade significativa deste metal poderia estar disponivel em toda a drea (Figura 6),
afetando também os processos metabdlicos da microbiota do solo. Resultados similares foram
obtidos na influéncia do pH e de elevados teores de Cu/Zn na redugcdo da biomassa
microbiana foi obtido por Wang et al. (2007a) na anélise dos efeitos dos metais pesados em
um gradiente. Os autores comprovaram que os metais afetavam processos metabdlicos na
comunidade microbiana pela acdo combinada dos metais e que a variagao do pH (7,64-8,27)
ndo resultou significativa.

As andlises de respiracdo de solos (C-CO2) e de quocientes (qCO2) sdao de grande
ajuda em trabalhos sobre impacto de metais pesados em solos contaminados porque uma
caracteristica principal dos metais € afetar os processos de respiracdo dos solos e as
comunidades microbianas (Moscatelli et al., 2007), o que foi possivel verificar neste trabalho,
usando os mesmos bioindicadores.

Virios trabalhos avaliam os efeitos dos metais pesados sobre as comunidades
microbianas através de parametros como Cmic, C-CO2, e qCO2 e nem sempre € possivel
estabelecer uma relacdo ldgica existindo alguns estudos que sao contraditérios. Alguns
resultados reportam incrementos da biomassa microbiana em solos onde tem sido adicionados
biossélidos com elevados teores de metais pesados (Kao et al., 2006), uma vez que passado
um tempo as condi¢des no solo podem se estabilizar, ndo sendo possivel medir mudancgas
através desses parametros entre solos contaminados e nao contaminados. Entretanto, as
diferengas encontradas entre a biomassa microbiana no solo contaminado e ndo contaminado
neste experimento sdo bons indicadores dos efeitos toxicos dos metais pesados aqui
analisados sobre a comunidade microbiana no ecossistema estudado.

O efeito dos metais pesados na microbiota do solo contaminado também pode ser
avaliado através do quociente microbiano (qMIC). Ainda que ndo existam diferencas
significativas entre os valores dos tercos amostrados, a andlise deste quociente resulta de
grande importancia, muito em decorréncia do fato de que o (qQMIC) é um indicador da
propor¢io da disponibilidade de carbono para o crescimento microbiano. A medida que
aumenta o valor desta relagdo, maior serd a eficiéncia dos microrganismos no uso do carbono,
0 que representa uma elevada acumulacdo de biomassa por unidade de substrato consumido
(Anderson e Domsh, 2010).

As perdas de Corg neste trabalho poderiam ser uma consequéncia das condi¢des de
estresse dominantes no ecossistema contaminado com metais pesados. Um quociente
microbiano gMIC ou a relacdo Cmic:Corg similares, como constatado neste experimento,
pode ser um indicativo da diminui¢do do carbono associado a biomassa microbiana. Segundo
Yang et al. (2005) a contaminag@o por metais pesados pode diminuir a relacdo do carbono da
biomassa microbiana com a matéria organica do solo, e a relagdo Cmic / C-organico tem sido
um indicador proposto por varios autores como uma ferramenta ttil para medir o impacto da
contaminacdo por metais nos solos.

4.3. Vegetacao Ruderal
As espécies de maior relevancia identificadas nos pontos de amostragens sao

apresentadas na Tabela 9. Por diversos fatores, dentre dos que se encontra a intervengao
antropica, a ocorréncia destas espécies € varidvel. Mudando também de forma estaciondria.
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Podendo achar uma ou outra a cada certo tempo. Isso pode obedecer a ocorréncia que se
estabelece nas espécies entre o periodo seco e chuvoso, ou a fatores externos como a queima
da 4rea e a remocao da terra por maquinaria pesada (Guzman, 2006).

Tabela 9. Classificacdo de espécies ruderais identificadas nos pontos geo-referenciados.

Familias Nome Cientifico Classificacao
Cynodon nlemfluencis Lin. Vender Perene
Poaceae Cynodon dactylon (L.) Pers Perene
Panicum mdximun Jacq Perene

Cyperaceae Cyperus gigantus L. Anual ou Perene

Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla L. Anual
Fabaceae Acacia farnesiana (L.) Willd Perene
Convolvulaceae Ipomomea tribola L. Anual

O que esté relacionado com o observado durante a amostragem, pela presenca de forte
odor de queimado e restos vegetais, indicativos de queimadas. Nesse sentido, foram
identificadas espécies ressurgentes apOs a queima, cuja adaptacdo aos niveis de contaminagdo
— seja como sementes, rizomas, bulbilo ou estoldes — possuem mecanismos para se perpetuar
no lugar, apesar dos niveis de contaminacdo existentes. Além disso, como dato interessante
para o estudo, em varios trabalhos de monografia e mestrado, realizados pelos integrantes do
grupo FITOPLANT, desde 2005 quando comecaram os primeiros trabalhos investigativos,
foram determinadas, coletadas e identificadas espécies que se desenvolvem nesta &area
(Quevedo, 2006; Sanchez 2008) e em todos os trabalhos foram identificadas pelo menos uma
espécie de cada familia, das que sdo apresentadas neste estudo.
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Figura 16. Distribuicdo porcentual de cada espécie por m? dentro da 4rea estudada.

Na anélise de ACP, ambos os eixos, explicam 69,54 % da variagdo das espécies na
area. Igualmente pode-se observar que as espécies mais abundantes, de acordo com a
porcentagem de distribui¢io por m? é a seguinte: Cynodon nlemfluencis (81,5%) >Cynodon
dactylon(29%) >Panicum mdximum (18,5%). Estas sdo as espécies mais abundantes na érea,
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mesmo apds ocorreréncia de praticas como a queima ou remog¢ao do substrato. Esta condicao
pode ser resultado de mecanismos adaptativos que permitem que as gramineas se adaptem as
condicdes estressantes, tais como a colonizagdo de terrenos pouco férteis e a tolerancia, neste
caso especifico, de elevados teores de metais pesados presente na area.

Tabela 10. Teores totais de Pb, Co e Zn (mgKg' de massa seca) presentes nas partes
aéreas e radical nas espécies predominantes na drea contaminada.

Espécie Parte Pb Co Zn
) Folhas + Caule 69,07 + 0,9 4,41+ 0,51 290,50 + 4,77
Cyperus gigantus L.
Raiz 72,21 + 0,93 1,20 + 0,04 620,67 + 1,61
) Folhas + Caule 312,47 £ 17,62 5,21 + 0,04 1281,50 + 3,12
Cynodon nlemfuensis
Raiz 235,25+ 1,18 2,11+ 0,01 416 + 13,44
PA/Raiz Cyperus 0,96 3,76 0,47
PA/Raiz Cynodon 1,33 2,46 3,08

Através do contetido total de metais pesados nas partes aéreas e raizes de Cynodon
nlenfuensis e Cyperus gigantus verificou-se que existem niveis considerdveis de Pb, Zn, Co
nas folhas e raizes em ambas as espécies (Tabela 9). C. gigantus resultou ser boa
fitoestabilizadora de Pb e Zn, devido a que os maiores teores se encontram em suas raizes
tendo um indice de traslocac@o de 0,96 para Pb e 0,47 para Zn. Com relagdo a Co os valores
nao sio muito elevados, mas a tendéncia da planta € a acumular mais esse metal nas folhas.
Este comportamento poderia ser um bom indicador para fitoextracao e precisa ser verificado
com maior detalhamento.

A espécie C. nlemfuensis é mais abundante na drea contaminada e para os trés metais
pesados, a tendéncia € a traslocar os metais para a parte foliar. Foram obtidos valores de Pb
(médios 313 mg.kg!) e (1281 mg.kg') de Zn na parte aérea com um indice de traslocaciio de
1,3 e 3,8 respetivamente.

Sendo assim, poder-se-ia pensar em um mecanismo adaptativo que permite a planta
tolerar certos niveis de metais pesados (Lasat, 2000), acumulados, os quais, caso contrdrio,
poderiam causar toxicidade. Segundo Pérez et al. (2002), numerosas gramineas mostram
especial sensibilidade a deficiéncia de Zn, com o que se estaria estabelecendo certa relagdo de
dependéncia com este elemento, de modo que este fator poderia estar associado aos
mecanismos de acumulagdo e tolerancia. O mesmo autor sugere que, quando a concentragao
de metais pesados em tecidos vegetais é capaz de superar os 400 mg.kg' de metais, o valor é
considerado excessivo e toxico para as plantas. No entanto, Morejon (2008) encontrou valores
superiores de metais pesados aos reportados por Pérez et al. (2002), em partes dreas e raizes
das plantas analisadas, sem apresentar sintomas de toxicidade e uma aparéncia normal.

Esses estudos indicam a importancia de utilizar essas gramineas em estudos
posteriores com o uso de armadilhas, sendo associadas a diversas espécies de FMAs, isoladas
do mesmo ambiente contaminado. O objetivo, portanto, é o de estudar mecanismos
adaptativos que vinculem as plantas e as FMAs nesses ambientes para serem usadas numa
estratégia de recuperagdo do solo, visando o uso da biorremediacao.

Em 4reas de pastagem, as espécies do género Cynodon sdo de grande importincia na
pecudria cubana tanto por seu valor nutritivo como por sua excelente palatabilidade e
adaptacdo a diferentes tipos de solos, assim como por ter uma alta resisténcia ao pastejo
(Pefia, 2008). Por outro lado, sua alta resisténcia na area contaminada e seu carater
acumulador de metais representam risco para animais que venham a se alimentar deste pasto,
tendo ja sido reportada na drea de forma regular a presenca de bovinos, caprinos € equinos.
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Situac@o que representa um grave perigo uma vez que a parte aérea desta planta € utilizada
para o consumo animal, provocando a introdu¢do de contaminantes na cadeia trofica.

Segundo Berazain (1999), esta capacidade de acumular elementos pesados pelas
plantas, ao que parece, estd ligada a certo nivel taxondmico como o intra-especifico, onde
uma espécie ou suas sub-variedades, que se desenvolvem sobre um substrato com uma
elevada concentracio de elementos pesados irdo se comportar de forma similar. E dizer,
portanto, que todos estes niveis intra-especificos reagem por igual: numa mesma familia, as
plantas ou sdo acumuladoras ou ndo. E para este caso de estudo C. nlemfuensis e Cyperus
gigantus corroboram seu comportamento com tendéncia a acumulagao (Sanchez, 2008).

Este grupo de espécies encontradas coincide com a vegetacdo caracteristica que se
desenvolve sobre rocha serpentinita, especificamente as familias Convolvulaceae,
Euphorbaiceae, Fabaceae, Mimosaceae que, segundo Lazcano et al. (1999), formam parte da
recuperacdo natural da flora de areas de serpentinas, onde um dos fatores limitantes destes
solos € o alto conteiido de metais pesados e seus efeitos toxicos. Assim, as espécies que
crescem nessas dreas tém como caracteristicas comunsa possibilidade de tolerar as condi¢des
ecoldgicas imperantes.

4.3.1. Analise de correlacio entre as espécies vegetais e os metais pesados

Na Figura 17 observam-se os dados da matriz de correlac@o entre a vegetacao ruderal
e os metais associados nos pontos de amostragens. Neste desenho, sdo apresentadas as
relacdes entre as espécies vegetais, as espécies € 0s metais e entre os metais. Para um nivel
(0=0,050), as relacdes entre C. nlenfuensis e Pb resultaram significativas para um valor de
0,78%. A mesma espécie ocupa 85,5% na drea amostrada (Figura 17).

C. dartylon C. nlemfluensisP.maximum C. gigantus Eheteropylla A, farmesiana Lirlooa Cu ~ Ni Co  Zn Media D, tipica

C. dactylon B0 us
C. nlemflugnsis 0,2125 Bl TS5
P | -0,7362 1B5 28
(. gigantus 01164 | -0,5191 01287 155 19
E. heterophylla 02608 | 02971  -0.2825 0,273 33 6,3
1. famesiana 0270 | 021%  -0,2278 10,3509 0,723 30 64
I, triloba 02556 | -03367  -00820 05478 0,303 0,3644 05 13
Cu 04554 | <0159  -0.2220 10,3641 0,0378 0,001 -0,0390 04 106
Ni 00378 | 02055  -0.1106 0,057 0,1038 00453 -0,3426 0,526 R 63
Co 03818 | 09994 -03983  -0,5297 01292 01029 -0,2803 -0,5340 -0,0971 1609 140,
In 0,142 | 023679 -0.3901  -0,5191 0341 03082 -0,3184 -0,3007 -0,4490 ) 0,7452 2017 10833
Pb 01671 07861 | -0,6751  -0,524 00064 -0,1037 -0,4470 -0,1465 -0,0932| 05402 0,6759] 29156,7 145599

valores signivativas em escuro (fora diagonal), umbral alfa 0,050 (prova bilateral)

Figura 17. Matriz de correlagdo da andlise de componentes principais entre a vegetacao
ruderal avaliada e a concentracdo de metais pesados associada em cada ponto de
amostragem.

A correlagdo significativa encontrada entre os metais Pb, Co e Zn pode estar
relacionada com uma origem antrdpica, devido a presenca de uma empresa de Ceramica
Branca e a relagdo existente com a drea de amostragem e os despejos dessa mesma empresa.
Esses teores (Figura 7) representam um grave perigo para o ecossistema analizado. Segundo
ROSS (1995) sdo afetados os procesos de minera¢do e a microbiota do solo, pelo que toda
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planta e micro ou macro-organismos encontrados na drea, podem estar submetidos a uma
situacdo de estresse e a sua permanéncia pressupde certa tolerdncia a esses niveis de
concentracdo dos metais (VAN HOEWYK et al. 2005). Como observado e discutido no
subcapitulo (4.2.1).

Outros trabalhos feitos em dreas contaminadas com metais pesados, sob influéncia de
empresas de ceramicas referente ao uso de pigmentos, relatam a presenca dos metais Pb, Co,
Zn como parte dos 6xidos que sdo usados no processo produtivo (Navas e Machin 2002;
Peris, 20006).

4.4. Microcosmos

Expevrieom srdo  comt  brackavia

&= =alz Corvt Mol BDa  Come W

M Cfp EoSs MOS |

testemunha

a)
Figura 18. a) Microcosmos com Brachiaria decumbens e solo contaminado; a fileira da

esquerda s@o as testemunhas e as tres fileiras da direita os diferentes pontos de coleta de
solo onde a variagdo dos metais (Pb, Zn, Co) € diferente. b) Figura 18b, mostra bem
detalhado o desenvolvimento da planta com solo contaminado e a testemunha em areia

aos 60 dias.
4.4.1. Pigmentos fotossintéticos

O contetdo de clorofila (a) e (b) da Brachiaria decumbens cultivada em microcosmos,
quando comparado com a testemunha teve uma reducao consideravel (Figura 19).
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Figura 19. Concentracio de pigmentos fotossintéticos (logl0 dos valores mgg') na
Brachiaria decumbens. T1-T9 Brachiarias no microcosmos com solo contaminado.

Os metais pesados podem inibir certos processos metabdlicos (Manoj e Prasanna,
2004), como a producdo de pigmentos. Em todos os casos quando comparado com a
testemunha, o conteido de pigmentos foi afetado.

Resultados similares de reduc@o do contetido de clorofilas foram citados por Santos et
al. (2011) quando plantulas de B. decumbens Stapf, foram submetidas a contaminacao com Cd
e Zn.

O decréscimo do contetido de clorofila tem sido observado em vérias espécies de
plantas devido a contaminacdo com metais pesados (Oncel et al., 2000; Mobin e Khan, 2007)
especialmente Zn que, frequentemente, inibe processos metabdlicos através da inibicdo da
acdo de enzimas.

O decréscimo no contetido de clorofila associado com o estresse de metais pesados
pode ser resultado da inibicdo de enzimas responsdveis pela biossintese de clorofila (Stobart
et al., 1985; Chettri, et al., 1998; Shakya et al., 2008.).

Na solu¢do de clorofila foram obtidos teores de Pb, Zn, Co, Cu (Figura 20); resultado
que reforca a teoria sobre a intervenc¢ao dos metais nos processos de biossinteses.

Observe-se que em todos os tratamentos (1-9) ha presenca de Pb, o metal pesado mais
concentrado no solo analisado. No tratamento 10 que € a testemunha, onde as plantas
encontravam-se expostas a uma solu¢ao nutritiva de Hoagland, Pb ndo foi detectado. Outros
elementos (Zn, Co, Cu) sao micronutrientes e estdo presente na solucdo nutritiva.

De modo geral, todos os metais foram adsorbidos seguindo o mesmo comportamento
da sua especiacdo, discutido no subcapitulo (3.2.1) de acordo com a biodisponibilidade de
cada metal em cada uma das amostras que conformam os tratamentos (1-9) onde foram
detectados teores varidveis, com excecao de Co.

Em presenca de elementos-trago, pode existir substituicdio do Mg2+ por metais
bivalentes (Cu, Zn) pela formacao de quelatos. Também a planta pode acumular, Pb quando
disponivel como observado na Figura 20. Em todos os tratamentos, com excecdo da
testemunha, houve uma diminuic@o do conteido de Mg o que deve ter sido influenciado pela
presenca de Pb, Zn e Cu. Isto significa que houve efeito fitotoxico dos metais absorvidos
provocando danos nos contetdos fotossintéticos.
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Figura 20. Teores de metais determinados na solucdo de extracdo dos pigmentos
fotossintéticos.

Num estudo de liquenes do género Cladonia que se desenvolviam em dreas de
mineragdo onde Cu, Zn e Pb estavam presentes, foi colocada a hipdtese que Cu tinha sido
responsavel pela reducdo do contetido de clorofila destes organismos, pela acdo tdxica
individual ou o se efeito combinado, de acordo com os teores achados destes metais nos talos
das espécies de liquenes estudadas. Foi determinado que, provavelmente cédtions de metais
estariam ionicamente ligados dentro da parede celular na forma permutdvel com afinidades de
ligacdao Pb>Cu>Zn. Sendo Cu apenas que é captado pelas células fotossintéticas podendo
interferir na biossintese de clorofila ou desencadear processos de peroxidagao de lipidios de
membrana (Chettri et al., 1998; Markert e Friese, 2000; Sharma e Dubey, 2005), o que pode
ter acontecido com a B. decumbens expostas aos efeitos dos metais no microcosmos.

A reducido dos teores dos pigmentos fotossintéticos pela toxicidade de metais pesados
como Cd, Cu e Pb foi reportada por Burynski et al. (2004), e em arroz foi observada por He et
al. (2006), descrevendo que ha sensibilidade diferente entre as clorofilas (a) e (b) em
dependéncia do tipo de metal.

4.4.2. Bacterias diazotroficas

O crescimento das plantas nos nas por¢des de solos reduzidas em microcosmos
garantiu o isolamento de estirpes bacterianos provenientes do solo contaminado apds 30 dias
de cultivo, como se mostra na Tabela 12.

O numero de bactérias desenvolvidas mesmo que estatisticamente ndo for
significativo, foi maior nas raizes nos meios LGI e JNFb, R2 (9,5 10* NMP/mL), nos trés
casos. Os resultados se encontram entre os padrdes de crescimento para bactérias
diazotréficas onde t€m sido detectadas na rizosfera de plantas, em densidades de até 107/g,
sendo esta densidade maior que nas folhas (Baldani et al, 1986, Reis et al., 2006). Como
observado em esses resultados.
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Tabela 12. Densidade de isolados bacterianos obtidos em meios seletivos para
bactérias diazotréficas pelo NMP/mL, a partir do microcosmos.

LGI JNFb NFb

Raiz

R1 6,5x10* 4,5x10%a 3,0x10*

R2 9,5x103 9,5x10% 4,0x10*

R3 6.4 x10* 9,5x10*b 4.2x10*
Folha

F1 4,2x10° 3.2x10° 3.2x10°

F2 7,5 x103 5,3 x10° 5,3 x10°

F3 6,5 x10° 8,7 x10° 4,2 x103

Meio LGI, seletivo para Azospirillum amazonense, NFb seletivo para Azospirillum lipoferum e
Azospirillum brasilense, INFb seletivo para Herbaspirillum sp. Anélise pelo teste de Tukey 95
% de confianca, p<0,05 valores ndo significativos. R1(maior teor de Pb), R2(maior teor de Zn)
e R3 (maior teor de Co) no solo contaminado.

Do mesmo modo, bactérias diazotrdficas t€m sido detectadas em rizosferas de plantas
em densidades de até 10/g (Magalhdes et al., 1979; Moreira et al., 2010). Modificacdes
significativas nas propriedades fisico quimicas do solo causadas pelos diversos usos seja por
adicdo ou remoc¢do de elementos e/ou praticas de cultivo poderdo causar alteragdes na
comunidade microbiana (Moreira e Siqueira, 2006). Como observado nesses resultados. Do
mesmo modo como foi discutido com os indicadores microbianos (Tabela 8, Fig 15), as
bactérias de fato podem estar sob a influéncia dos efeitos téxicos dos metais pesados. Pode ser
que, os valores de densidade encontrados nas raizes R1, R2 e R3, se deva a que muitas vezes
situacdes de estresse contribuem para aumentar a densidade dos microrganismos. Tem sido
observado que algumas modificacdes significativas nas propriedades fisico quimicas do solo
causadas pelos diversos usos seja por adi¢do ou remocdo de elementos e/ou praticas de
cultivo, podem causar alteragdes na comunidade microbiana (Moreira e Siqueira, 2006), onde
as bactérias provenientes de ambientes estressantes como o solo contaminado, experimentam
taxas de crescimento acelerado. O que foi observado neste experimento.

Resultados similares com este trabalho foi obtido por Prado Junior (2012) num estudo
de isolamentos de bactérias a partir de plantios de cana-de-agtcar sob um solo contaminado
com metais pesados. O trabalho dele cita que outros autores obtiveram m densidades menores
ao isolarem bactérias diazotrdficas a partir de raizes e folhas de plantas procedentes também
de sitios contaminados por metais pesados.

No processo de isolamento também foi possivel observar as mudancas de coloracao
dos meios (verde para azul), (amarelo para verde) indicando que houve interacao das bactérias
com os meios seletivos (LGI, JNFb, NFb) e variacdes no pH que provocaram a mudanga da
cor do indicador.

Espécies de bactérias diazotréficas associativas tém sido isoladas de raizes e partes
aéreas de espécies de importincia agricola como as gramineas (Magalhdes e Dobereiner,
1984; Dobereiner, 1992; Baldani et al., 1997; Fernandes et al., 2001).

Resultados similares aos de este trabalho, sobre o isolamento de bactérias diazotroficas
a partir de solos contaminados tem sido descritos também por Moreira et al., (2008). Em solos
tratados com residuos sidertrgicos e biossélido industrial (Melloni et al., 2000) e em areas
sob reabilitagao de bauxita (Melloni et al., 2004; Nébrega et al. 2004).

Segundo Baldani e Baladani (2005) nos meios seletivos para diazotréficos, ndo sé
crescem as baterias para os quais foi desenvolvido, outras bactérias podem crescer também.
Por tal motivo sdo necessdrios outros testes até a selecao final de cada estirpe fixadora.
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4.4.3. Atividade da nitrogenase por médio da reducio do acetileno

Os resultados obtidos no teste de reducdo do acetileno (ARA), sdo apresentados na
Figura 21, foram avaliados conjuntamente com resultados padrdes de ARA, indispensdvel
para a caracterizacdo das estirpes como fixadoras de nitrogénio, apresentados na mostra a
densidade de bactérias (log NMP) que apresentaram conjuntamente um bom resultado de
ARA, sendo possivel avaliar a atividade da nitrogenasse, e selecionadas como promissoras
para o seu uso futuro em solos contaminados com metais pesados. Em total foram isoladas 66
colOnias puras, das quais 52 -78,78% formaram peliculas caracteristicas para diazotréficos.

Densidade dos ixolados e redudo deacetilenn (ARA)

n° de celimg de peso fresco nmol/mL/h
Log (NMP) ARA
isolados

mAl-212NEB mAL21Z1NEE mR5-51 XFB w2 2E11 XFB mAl_Z2EL NEB mP2.55ANES
mAlM3NTE m A 2MZ5NTE m A2 2E15 5TB m A2 E13FNTER = A IBLXTFE w4121 NFE
mAl-2 14 WFB mR1-2b1 INTh mE2.4aB? ThEh mE2-4E2al INEFa m41-ZB2 INFh mAl2 TNFh
mAL2531K TNER mR2 1a2C27 TXFh mR53-5: IhFb mE? a2 2K INEh mAZ ]az A2 INFh uF1-2bB1E1 IFb
mE1-25B IZFb mALBIALT It Al-2B22 TFb mAl-IB1E I5Fb mAI BB 25 INFh F21aB2E1 I Fb
wmBE21aBXE INFa wR1-2B2EB1 IFhb Al-1aXEB mBE5-32ANFE 21-:BE ~XFB Al-22ANEB

Al-22NFE R1-2aB IxFhb Al-2BZ IiFhb BF5-3alAlZ INFh A2 4al IXFb F24bB1A TNED

Al TXER ALI2AINEE R1-2aB1 I»Fh Bs-38l A2 TXEh 21-ZHB INFh A253B IXFh

Fi-jalC2 INFb Ri1-2aB2 IXFz Rl-2aB4 INFb Rl-2aB: Ik

Figura 21. Densidade dos isolados obtidos
medicao da reducao de acetileno (ARA).

nos meios JNFb e NFb, Log (NMP) e

Foram selecionadas 25 estirpes como promissoras para estudos em campo por
apresentarem os maiores resultados de ARA, totalizando o 37,87% da quantidade inicial dos
isolados. As bactérias que cresceram em meio NFb consideradas promissoras foram as
denominadas 3, 6, 32 e 33, que apresentaram os respectivos resultados de ARA: 4,019; 2,035;
4,882 e 4,019 nmol/mL/h., como se mostra na Figura 21. Tiveram respectivamente a
densidade de coldnias, segundo o nimero mais provavel: 4,653; 4,301; 3,397 e 4,653 (n° de
cel/mg de peso fresco).

Esses resultados ndo sdo tdo significativos no sentido da quantidade de acetileno
reduzido quando comparado com similares resultados obtidos por Sabino, et al. (2012) mas é
de destacar que esses isolados sdo origindrios de um solo muito contaminado com metais
pesados o que pode interferir no seu metabolismo. Outro fator que pode afetar os valores de
reducdo do acetileno, estd nos dias de crescimento que experimenta cada coldnia antes de
serem analisados, tais diferencas foram reportados por Rodrigues et al. (2006).
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Como resultado de grande importancia, se obtém estirpes puras, ao parecer fixadoras

de nitrogénio e isoladas de um ambiente altamente contaminado.

4.5. Fungos Micorrizicos Arbusculares

Na Tabela 13, mostra-se a ocorréncia de FMAs prodecedentes do solo contaminado
nos trés ter¢os e do ecossistema nao perturbado. Foram identificadas um total de 13 espécies,

procedentes de 6 familias.

Tabela 13. Abundancia de espécies de fungos micorrizcos arbusculares (FMAs)
identificadas no ecossistema contaminado comparadas com um ecossistema nao

perturbado.
Espécie/parcela ~Ecossistema . Ter(f'o Te,r(;.O Terg.o
nao perturbado inferior Médio superior

Acaulospora morrowiae cf. 47 0 0 0
Acaulospora sp 02 40 0 0 0
Diversispora spurca 335 20 160 20
Gigaspora margarita 10 0 0 0
Glomus albidum 0 38 0 0
Glomus halonatum 20 0 3 0
Glomus intrradices cf. 100 27 85 90
Glomus sp 01 468 0 20 0
Glomus microcarpum cf. 1586 0 0 0
Glomus sp 03 147 225 715 0
Glomus sp 04 aggregatum-like 27 0 0 0
Glomus sp 05 7 0 0 0
Glomus sp 06 7 0 0 0
Glomus sp 07 7 0 0 0
Glomus geosporum cf. 7 0 0 0
Glomus sp 09 27 0 0 0
Glomus sp 10 20 0 0 0
Glomus sp 11 0 3 0 0
Glomus sp 12 0 7 23 220
Kuklosporakentinensis 20 0 3 0
Ornamentado 01 7 0 0 0
Pacisporasp 01 0 3 0 7
Pacisporasp 02 0 0 7 0
Pacispora cf. Ornamentada sp 03 7 0 0 0
Paraglomus ocultum 213 1338 2335 2457
Glomus sinuosum 4 37 13 43
Fuscutata savannicola 10 0 0 0
Xerofiticasp 01 (gen. novo) 2 0 0 0
Densidade de esporas (100g) 3118 1698 3364 2837
N° de Espécies 23 9 10 6

De acordo com o resultado na Tabela 13, as espécies mais abundantes foram, em

ordem de abundancia,

Paraglomus

ocultum>Glomus

SP>Glomus  sp3>Glomus
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intrarradices>Diversispora spurca. Observe-se que as mesmas espécies ocorrem em maior
abundancia que no ecossistema natural.
Algumas das espécies identificadas na Figura 22, a seguir.

Glomus sinuosim
PVLG 40x

Figura 22. Espécies de fungos micorrizicos arbusculares identificados no ecossistema
contaminado.
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Similares resultados foram observados por Del Val et al. (1999) ao estudar a
ocorréncia de populacdes de FMAs em solos contaminados com metais pesados.

Como constatado nos resultados (Figura 22), os FMAs tem ocorréncia abundante em
solos contaminados por metais pesados (Gaur e Adholeya, 2004; Silva et al., 2005; Stiirmer e
Siqueira, 2006) indicando que algumas espécies desses fungos evoluiram condicionalmente
para tolerar a presenca de metais (MP-Tolerancia), e este fator, pode desempenhar um papel
fundamental na fitorremediacao do sitio contaminado (Del Val et al., 1999; Miransari, 2011).

Nesta drea que € um ecossistema sob efeitos de residuos industriais, poderam ser
observadas algumas espécies de FMAs que sdo predominantes em nimero de esporos como €
Sclerocystis sinuosa, que esta presente em todas as amostras analisadas. Similar ao que
acontece com Paraglomus ocultum, que é a espécie mais abundante, por tanto, a espécie que
ao parecer € a mais tolerante na area. A presencia destes fungos, nativos, na drea amostrada,
pelo fato de se encontrar contaminada com elevados teores de Pb, Zn, e Co, evidencia a
existéncia de mecanismos adaptativos a tais condi¢des (Del Val et al., 1999). Em estudos
realizados por Malcova et al. (2003) numa 4rea contaminada com elevados teores de Mn com
espécies do género Glomus e isolados de uma drea contaminada, os resultados indicaram que
o isolado proveniente da 4rea contaminada e mantido num substrato contaminado, resistiu as
diferentes doses usadas na pesquisa. Observando-se nas espécies pouco tolerantes ao Mn, que
o indice de coloniza¢do diminuia até um 90%.

Outros estudos similares a este, com isolados provenientes de dreas contaminadas com
Zn e Cu, demonstraram que esses simbiontes apresentavam certa especializacdo para
acumular Cu e Zn e biodisponibiliza-lo para a planta (Miransari, 2011).

Outros estudos tém demonstrado que ec6tipos de fungos micorrizicos procedentes de
locais contaminados com metais pesados apresentam mais tolerancia a esses metais do que as
estirpes de solos ndo contaminados (Galli et al., 1994; Hetrick et al., 1994; Leyval et al.,
1995, Solis-Dominguez et al., 2011, Carrasco et al., 2011). No entanto, a relacio dos FMAs
com os mecanismos de tolerancia (metais pesados-tolerancia) sao divergentes. Alguns autores
indicam que sob o efeito de micorrizas, plantas em solos contaminados sdo capazes de
acumular mais metais nos tecidos, tolerando-o até em niveis que resultam toxicos para elas
(Weissenhorn e Leyval, 1995; Punamiya et al., 2010). Entretanto, outros pesquisadores
acharam valores reduzidos de metais nos tecidos vegetais de plantas micorrizadas (Heggo et
al., 1990; Diaz et al., 1996). Na literatura especializada, sdo achadas publica¢des em ambos os
sentidos. O que mostra a diversidade de respostas e roles dos FMAs, evidenciando a
necessidade de outros estudos sobre os mecanismos de tolerancia envolvidos.

Segundo trabalho de Hildenbrant et al. (2007), em um estudo para avaliacdo de
tolerancia (FMA-planta-metais pesados), o isolamento mais promissor foi o Glomus
intraradices, sendo as estirpes: Brl e Syl67. Brl uma espécie indigena de solos
contaminados e a de maior eficdcia, constatando a importancia das linhagens indigenas para
esses fins, ja que sdo mais adaptados aos metais pesados (Hildebrandt et al., 1999; Kaldorf et
al., 1999).
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5. CONCLUSOES

O ecossistema se encontra contaminado com teores que superam os valores até 5 vezes
superior aos maiores valores de referéncias do CONAMA (2009). Sendo Pb, Zn e Co os
elementos tracos que estdo mais concentrados.

Os mapas de distribuicdo geoespacial dos metais pesados permitem compreender a
distribuicdo de cada metal pesado no solo, evidenciando que existem zonas de maior
acumulacgdo e outras de maior dispersao.

A partir do estudo da contaminacdo na comunidade microbiana, mediante a andlise
dos bioindicadores, foi determinado que os contaminantes exercem um impacto negativo na
comunidade microbiana, havendo perdas do carbono organico no solo

O impacto da contaminagdo estimado através de bioindicadores de qualidade do solo
precisa ser mais estudado devido aos resultados alcanzados que mostraram os efeitos dos
metais pesados sobre a comunidade microbiana

As espécies de maior abundancia na drea continuam sendo Cynodon nlemfuensis e
Cyperus gigantus, que sdo capazes de acumular elevados teores de metais pesados.

Mediante o crescimento de Brachiaria decumbens num sistema de microcosmo foi
possivel isolar 66 coldnias puras, das quais 78,78% formaram peliculas caracteristicas para
diazotrdficas e destas, 25 estirpes resultaram promissoras para outros estudos por apresentar
os maiores resultados de ARA, totalizando 37,87% do total.

A diversidade de FMAs mais abundantes foram: Paraglomus ocultum>Glomus
sp>Glomus sp3>Glomus intrarradices>Diversispora spurca.

A existéncia de varios géneros de FMAs e de bactérias dizotréficas que constituem um
componente funcional importante dos sistemas solo-planta, é fundamental, para uma
produtividade sustentdvel e sdo um recurso potencialmente a ser aprofundado em préximos
estudos, podendo ser usados conjuntamente com as gramineas em estratégias de recuperacgao.
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