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Biocarvéao e bactérias promotoras do crescimento de plantas na fitorremediacao de solo
contaminado com metais pesados

RESUMO GERAL

Niveis de metais pesados acima dos valores de referéncia de qualidade do solo causam riscos
ao ambiente, prejudicam a sustentabilidade do ecossistema, a biodiversidade, ocasionando
danos aos seres humanos e animais, interferem na microbiota local, acumulam-se no solo e nas
plantas. Causam também decréscimo da exsudacdao na rizosfera, interferindo na comunidade de
rizobactérias e de bactérias endofiticas, conhecidas pela promocao de crescimento de plantas
(BPCPs). O uso de residuos agricolas na forma de biocarvao (BC) ou como residuo in natura
sdo formas sustentaveis para recuperar areas degradadas e o seu reaproveitamento contribuem
para a economia circular. A aplicagdo conjunta desses residuos e bactérias benéficas pode
favorecer a remediacdo de solo multicontaminado com metais pesados. Os objetivos foram: a)
avaliar o efeito dos BCs borra e pergaminho de café e finos de carvao na atividade e diversidade
da microbiota do solo multicontaminado com metais pesados; b) isolar e caracterizar as
rizobactérias e bactérias endofiticas das raizes de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis)
cultivado em um solo multicontaminado e posterior selecdo como BPCPs; ¢) avaliar o efeito da
adicdo de pergaminho de café como BC ou residuo in natura e das BPCPs na fitorremediacéo
do solo multicontaminado. Tratamentos com solo multicontaminado, solo com pH corrigido
para 7,0 e solo com adigéo de 5% de biocarvédo borra e pergaminho de café e finos de carvao
foram avaliados quantos aos indicadores microbioldgicos da qualidade do solo e diversidade de
comunidades bacterianas e fangicas, ao longo de noventa dias de incubacdo. Os biocarvdes
influenciaram de forma diferente os indicadores microbioldgicos do solo e a diversidade
microbiana ao longo do tempo. No geral, a adi¢cdo de BC pergaminho causou menor riqueza e
diversidade bacteriana no solo. O filo predominante foi Actinobacteria, seguido de
Proteobacteria. A comunidade fangica diferenciou-se entre os tratamentos, mas nao no tempo,
com predominancia do filo Ascomycota. A adi¢do dos diferentes biocarvdes de residuos de café
no solo interferiu nos atributos microbioldgicos do solo, que se mostraram adequados como
indicadores microbioldgicos da qualidade de solo multicontaminado. Isolaram-se 102 colénias
de bactérias, sendo 77% rizobactérias e 23% de endofiticas. Do total, 24% solubilizou fosfato,
36% produziu siderdforos e 21% apresentou ambas as funcionalidades. Tais caracteristicas
podem ter contribuido para a promocao de crescimento das plantas, pois 25% promoveu maior
biomassa de parte aérea e de raiz. Seis isolados destacaram-se com potencial para serem
utilizados na remediacdo de solo multicontaminado por metais pesados, como promotores de
crescimento de planta, caracterizando uma pratica de manejo mais sustentavel. Observou-se
efeito da interacdo entre as BPCPs e pergaminho de café na forma de BC e de residuo in natura.
Em solo e solo com BC, todos os isolados - IAC-CARS (Bacillus thuringiensis), IAC-CAR18
(Priestia megaterium), 1AC-E23 (B. cereus), IAC-R49 (Arthrobacter sp.), IAC-R60 (B.
cereus), IAC-E92 (P. megaterium) - aumentaram a biomassa da parte aérea do feijdo-de-porco,
principalmente com adicdo de BC. A peroxidacao lipidica diminuiu nas raizes das plantas
cultivadas sob a influéncia de alguns isolados bacterianos, e esses tratamentos mostraram um
aumento na atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX).
A inoculacéo dos isolados bacterianos causou tanto aumento na concentragdo de aminoacidos
e poliaminas, sugerindo um estimulo da resposta da planta ao estresse, como também
diminuicdo na concentracgao, o que pode estar relacionado a mecanismo de protecdo da planta
induzido pela bactéria. O Ni apresentou o maior valor de fator de transferéncia (F), enquanto
que o Cd mostrou maior indice de transferéncia (IT) e de fator de translocacao (FT) na planta,
principalmente nos tratamentos com inoculagédo de bactéria. A inoculacdo das bactérias
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influenciou na transferéncia dos metais do solo para a planta e na translocacao desses elementos
da raiz para a parte aérea, mostrando efeito de fitoestabilizacdo. As bactérias atuaram como
agentes promotores de crescimento e de protecdo da planta sob condicdo de estresse, o que
sugere potencial biotecnoldgico para fitorremediacdo de solos multicontaminado por metal
pesado, potencializado pelo uso concomitante de residuo de café, contribuindo para a economia
circular e promovendo uma agricultura mais sustentavel.

Palavras-chaves: Bactérias benéficas, estresse oxidativo, fitoestabilizacdo, indicadores
microbioldgicos do solo, residuos de café.

Biochar and plant growth-promoting bacteria in phytoremediation of heavy metal-
contaminated soil

GENERAL ABSTRACT

Levels of heavy metals above the reference values for soil quality cause risks to the
environment, harm the sustainability of the ecosystem and the biodiversity, causing damage to
humans and animals, interfere with local microbiota and accumulate in soil and plants. They
also cause a decrease in exudation in the rhizosphere, interfering with the community of
rhizobacteria and endophytic bacteria known to promote plant growth (PGPB). The use of
agricultural residues in the form of biochar (BC) or as in nature residue are sustainable ways to
recover degraded areas and their reuse contributes to the circular economy. The joint application
of these residues and beneficial bacteria can favor the remediation of soil multicontaminated
with heavy metals. The objectives were: a) to evaluate the effect of coffee grounds and
parchment BC and charcoal fines on the activity and diversity of microbiota in soil
multicontaminated with heavy metals; b) isolate and characterize the rhizobacteria and
endophytic bacteria from jack bean roots (Canavalia ensiformis) grown in a multicontaminated
soil and subsequent selection as PGPB; c) to evaluate the effect of adding coffee parchment as
BC or in natura residue and PGPB in the phytoremediation of multicontaminated soil. The
treatments: contaminated soil, contaminated soil with pH adjusted to 7 (pH7), contaminated soil
+ 5% (m / m) of spent coffee grounds biochar, contaminated soil + 5% (m / m) of coffee
parchment biochar, and contaminated soil + 5% (m /m) of charcoal fines were evaluated for
microbiological indicators of soil quality, diversity of bacterial and fungal communities, at the
over ninety days of incubation. The biochars influenced soil microbiological indicators and
microbial diversity in a different way. In general, the addition of BC parchment caused less
bacterial richness and diversity in the soil. The predominant phylum was Actinobacteria,
followed by Proteobacteria. The fungal community differed among treatments, but not in time,
with a predominance of the Ascomycota phylum. The addition of different biochars from coffee
residues in the soil influenced soil microbiological attributes, which proved to be adequate as
microbiological indicators of multicontaminated soil quality. Out of 102 isolated bacterial
colonies there were 77% rhizobacteria and 23% endophytes. Of the total, 24% solubilized
phosphate, 36% produced siderophores and 21% showed both functionalities. Such
characteristics may have contributed to plant- growth promotion, as 25% promoted greater
shoot and root mass. Six isolates stood out with potential to be used in the remediation of soil
multicontaminated by heavy metals as plant- growth promoters, featuring a more sustainable
management practice. There was an effect of the interaction between PGPB and coffee
parchment in the form of BC and in natura residue. In soil and soil with biochar, all isolates -
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IAC-CARS (Bacillus thuringiensis), IAC-CAR18 (Priestia megaterium), IAC-E23 (B. cereus),
IAC-R49 (Arthrobacter sp.), IAC-R60 (B. cereus), IAC-E92 (P. megaterium) - increased plant
shoot biomass, mainly with biochar addition. Lipid peroxidation decreased in the roots of plants
grown under some bacterial isolates influence, and these treatments showed an increase in
superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX) activities. Bacterial isolates
inoculation caused both an increase in amino acids and polyamines concentration, suggesting a
stimulus to the plant’s response to stress, and a decrease in concentration, which may be related
to plant protection mechanisms induced by the bacteria. Ni showed the highest transfer factor
(F) value, while Cd showed the highest transfer index (T1) and translocation factor (TF) in the
plant, mainly in treatments with bacterial inoculation. Bacterial inoculation influenced the
metals transfer from the soil to the plant and the translocation of these elements from the root
to the shoot, showing a phytostabilization effect. The bacteria acted as growth promoters and
plant protection agents under stress conditions, which suggests biotechnological potential for
phytoremediation of soils multicontaminated by heavy metal, enhanced by concomitant use of
coffee waste, contributing to a circular economy and promoting a more sustainable agriculture.

Keywords: Beneficial bactéria, coffee residues, oxidative stress, phytostabilization, soil
microbial indicators.
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1 INTRODUCAO GERAL

De acordo com o Instituto Aco Brasil (2022), a producédo de aco bruto cresceu 14,8%
em 2021, com uma producdo de 36,1 milhGes de toneladas. Na comparacéo internacional, a
indUstria brasileira do aco foi responsavel por 1,8% da producdo mundial, mantendo-se na 92
colocacdo no ranking mundial de produtores de ago. J& no ranking da América Latina, o Brasil
se manteve na 12 posicdo, com 55,8% da producgéo de ago da regiéo.

Apesar de essa industria manter certa importancia econémica e social, o setor
siderdrgico é responsavel por uma grande geracdo de residuos. Esses metais pesados podem ser
liberados no ambiente, poluindo e contaminando o solo. Interferem na sustentabilidade do
ecossistema, na biodiversidade, ocasionando danos aos seres humanos e animais, além de
afetarem a microbiota do solo, podendo se acumular no solo e nas plantas e incorporarem-se na
cadeia trofica.

Embora o solo seja o local mais promissor para a remediacao desses residuos, sabe-se
que sua presencga o torna poluido, contaminado e interfere na sua qualidade e consequentemente
na produtividade bioldgica e na satde dos seres vivos.

Entre as técnicas de remediacdo de solo contaminado destaca-se o uso de biocarvao e
fitorremediacdo. A fitorremediacao esta relacionada com cultivo de plantas com capacidade de
reduzir a concentracdo de compostos toxicos no ambiente através de alguns mecanismos, como
fitoextracdo, fitodegradacdo ou mesmo fitoestimulacao da microbiota.

A fitorremediacéo pode ser mais eficiente quando associada as bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCPs), pois transformam metais em formas biodisponiveis e sollveis
pela acdo de siderdforos, cidos orgénicos e biossurfactantes, além da solubilizacéo de fosfatos,
fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo de fitohorménios, que melhoram o crescimento da
planta e aumentam a biomassa vegetal, auxiliando na fitorremediacao.

Essas bactérias benéficas podem ser isoladas do solo, da rizosfera e da endosfera das
plantas. A rizosfera é um local com uma enorme variedade de bactérias com potencial de
atividade de promocéo de crescimento, cujo desempenho pode variar de acordo com o tipo de
solo e as condi¢bes ambientais e com as caracteristicas da propria planta associada.

Existe uma pelicula ao redor do gréo de café, chamada de pergaminho, que é retirada no
processo de beneficiamento do grdo, considerada um residuo da agroindustria cafeeira, que
quando disposto de forma inadequada representa perda de biomassa e nutrientes e geracao de

residuos solidos. Sabe-se que o pergaminho possui alto teor de potéssio, podendo ser utilizado



como uma fonte complementar e alternativa de adubacéo, por exemplo, no sistema organico de
producdo, e contribui para a sustentabilidade da agricultura.

O trabalho foi dividido em trés capitulos. No primeiro, faz-se uma avaliacao do efeito
da adicédo dos biocarvdes - borra e pergaminho de café e finos de carvao, no solo contaminado
com metais pesados, através dos indices microbiolégicos de qualidade do solo e apresenta a
diversidade das comunidades bacterianas e fungicas associadas. O segundo capitulo apresenta
0 isolamento de rizobactérias e bactérias endofiticas e posterior selecdo como promotoras de
crescimento em plantas de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis). O terceiro capitulo relata o
efeito de seis bactérias, selecionadas no experimento descrito no capitulo 2, que foram utilizadas
junto com o BC pergaminho de café e pergaminho-residuo in natura na fitorremediacéo de solo
multicontaminado com metais pesados.

Nesse sentido, este trabalho parte das hipdteses de que a) a aplicacdo de biocarvoes,
produzidos a partir da borra e do pergaminho de café e do finos de carvdo, em solos
contaminados com metais pesados, propicia sua remediacdo e aumenta os indices
microbioldgicos, melhorando a qualidade do solo; b) os microrganismos benéficos associados
as plantas promovem o seu crescimento e atuam no favorecimento da fitorremediacéo (aumento
na fitoextracdo e na mobilizacdo dos metais pesados) em solos contaminados; ¢) 0 uso
concomitante de biocarvao e BPCPs potencializa a fitorremediagdo de solo multicontaminado
com metais pesados; d) o uso concomitante de BPCPs e residuo in natura de pergaminho de
café potencializa a fitorremediacdo de solo multicontaminado com metais pesados.

Os objetivos foram a) avaliar o efeito dos BCs borra e pergaminho de café e finos de
carvao na remediacdo, nos indicadores microbiolégicos de qualidade do solo e da diversidade
de bactérias e fungos em solo multicontaminado com metais pesados, ao longo do tempo; b)
isolar e caracterizar rizobactérias e bactérias endofiticas das raizes de feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformis) e selecionar como BPCPs; c) avaliar o efeito da adicdo de BC e do
residuo in natura do pergaminho de café e da inoculagdo de BPCPs na fitorremediacéo do solo

multicontaminado por metais pesados.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Solo, poluicéo e metais pesados

A qualidade do solo é a capacidade de um solo funcionar dentro dos limites de um

ecossistema natural ou manejado, para sustentar a produtividade de plantas e animais, manter
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ou aumentar a qualidade do ar e da 4gua e promover a saude das plantas, dos animais e dos
homens (Doran e Parkin, 1994). A qualidade do solo € a capacidade do solo exercer suas
funcBes na natureza, integrando as suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas (Doran
1997). Essas funcbes capacitam o solo a estocar e reciclar agua, nutrientes e energia (Carter
2001), o que esta relacionado a sua capacidade de funcionar dentro dos limites do ecossistema
e interagir positivamente com o ambiente externo (Bunemann et al. 2018). Ou seja, 0 solo
interage com os fatores bioticos e abidticos, sendo um sistema complexo e dindmico, cujas
alteracdes resultam em efeitos benéficos ou maléficos.

Uma alteracéo no solo pode resultar na sua polui¢cdo ou contaminagédo. A contaminacgao
é a presenca, no ambiente, de seres patogénicos, que provocam doencas, ou substancias, em
concentracdo nociva ao ser humano. No entanto, se estas substancias nao alterarem as relacGes
ecologicas ali existentes ao longo do tempo, esta contaminagdo ndo é uma forma de poluicdo
(Nass 2002). A acumulacédo de elementos em niveis abaixo da toxicidade as plantas e animais
caracteriza a contaminac¢do. Quando acumulados no nivel ou acima do nivel de toxicidade,
caracterizam a poluicéo (Tan 2000).

A poluicdo do solo estd aumentando em um ritmo cada vez maior. Os Ultimos anos
foram marcados por um aumento constante de poluentes antropogénicos contento metais
pesados dispostos no meio ambiente, oriundos de agroquimicos, lodo de esgoto urbano,
descarte indevido de residuos industriais e incineraces (Akponah 2020). Além de atividades
relacionadas a mineracdo, liberacdo de efluentes industriais, producéo de combustiveis, olarias,
siderurgias, entre outras atividades (Shen et al. 2002; Etesami 2018). Entre os fatores naturais,
o0 intemperismo das rochas igneas ou sedimentares € incluido (Alloway 1990).

O excesso de metais pesados pode interromper 0S processos microbianos e
transformacdes nos ciclos biogeoguimicos (Mahajeh e Kausha, 2018). Exercem um impacto
negativo no crescimento das plantas, na biomassa € no compromisso com a producao
sustentavel de alimentos (Nagajyoti et al. 2010). Outra preocupac¢do dos ambientalistas é que
esses metais ndo sdo degradados quimica e biologicamente e ndo sdo removidos de forma
simples (Ahemad 2012), podendo acumular nas cadeias alimentares (Etesami 2018; Akponah
2020). Afeta o ecossistema como um todo e causa efeitos deletérios no homem (Lei et al. 2010;
Adrees et al. 2015).

Metais pesados sdo elementos toxicos a baixas concentragdes e tem sua toxicidade
aumentada proporcionalmente ao seu acumulo (Nagajyoti et al. 2010). Os metais pesados
preocupam devido a sua toxicidade, mesmo em concentragdes minimas (1,0 a 10 mg L)
(Ahemad 2014).



Entre esses metais potencialmente toxicos, destacam-se o mercurio (Hg), cromo (Cr),
chumbo (Pb), zinco (Zn), cobre (Cu), niquel (Ni), cadmio (Cd), arsénio (As), cobalto (Co); entre
outros. Entre esses metais, 0 zinco € um dos mais comuns em areas de mineracao e siderurgia
e, geralmente, é encontrado em elevadas concentragdes (Puga et al. 2015; Meloet al.2015).

A presenca desses metais no solo afeta o desenvolvimento das plantas. O cadmio, por
exemplo, tem sido associado a inibi¢ao de certas enzimas citoplasmaticas e danos de todas as
estruturas celulares devido ao estresse oxidativo (Ojuedeire e Babalola, 2017). O zinco, mesmo
sendo um micronutriente, quando em altas concentracdes é toxico para 0s organismos Vivos.
Nas plantas sua toxicidade acarreta: diminuicdo da producdo de biomassa, necrose da radicula
ao entrar em contato com o solo, morte da plantula e inibi¢&o do crescimento vegetal (Carneiro
et al. 2002; Li et al. 2011).

Ao contrario dos poluentes organicos, os metais pesados no meio ambiente ndo séo
biodegradaveis (Akponah 2020). No entanto, algumas plantas, como o feijdo-de-porco

(Canavalia ensiformis), séo fitorremediadoras de metais, sendo capazes de remové-los do solo.

2.2 Uso de biocarvao na remediacéo do solo

Entre as técnicas de remediacdo de solo contaminado destaca-se 0 uso de biocarvédo

(BC) e fitorremediagdo associada ao uso de bactérias promotoras do crescimento de plantas
(BPCP). Biocarvao (BC) é uma biomassa carbonizada com alto teor de carbono, produzido a
partir da pir6lise de algumas fontes de biomassa em uma temperatura entre 350°C a 700°C, em
condigdes limitantes ou na auséncia de oxigénio (Enders et al. 2012; Ge et al. 2020). A fonte
de biomassa pode ser animal ou vegetal, como esterco, florestais, lodo de esgoto (Gabhane et
al. 2020), mas principalmente residuos agricolas (Dahlawi et al. 2018). Seu uso tem como
finalidade o sequestro de carbono e o aumento da qualidade do solo se usado como fertilizante
ou condicionador do solo (Maia 2010). O BC possui uma estrutura estavel e é resistente a
degradacdo no solo. Estudos mostram que as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas e a
comunidade microbiana melhoram com a adi¢éo de BC devido a melhora na fertilidade do solo.
Lahori et al. (2017) em uma revisdo sobre 0 uso de BC na remediacdo de solo
contaminado afirma que 0 seu uso tem uma vasta perspectiva como ferramenta econémica e
ecoldgica. Porém, a natureza da matéria-prima, a porosidade e a temperatura e tempo da pirdlise
sdo fatores que podem interferir no sucesso da aplica¢do. Além disso, suas propriedades mudam

ao longo do tempo quando adicionados ao solo. Os autores concluiram gque ainda ha



informacdes limitadas sobre a estabilidade, mobilizacdo e imobilizagdo de metais pesados no
solo com adigdo de BC e que é necessario mais investigacdo, com realizagdo de experimentos
de campo de longa duracéo, para avaliar melhor o papel do BC e de outros aditivos.

Estudos mostram que as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas e a comunidade
microbiana melhoram com a adigdo de BC, talvez devido & melhora na fertilidade do solo. Seu
potencial em reter metais estd na capacidade de reduzir sua mobilidade e aumentar a
disponibilidade de nutrientes como N, P, Ca e Mg (Atkinson et al. 2010).

O processo de carbonizagdo mais intenso torna o material bastante poroso, aumentando
a area superficial especifica. A elevada porosidade também faz com que esses materiais fiqguem
mais sujeitos a oxidacdo no ambiente, elevando a CTC ao longo do tempo, com o
envelhecimento. Portanto, BC pirolisado a altas temperaturas tende a ter alta capacidade de
retencdo de cations e, consequentemente, € mais utilizado para estudos de remediacdo de solos
e aguas contaminadas (Hossain et al. 2011; Nachenius et al. 2013; Stewart et al. 2013).

Santos (2014) observou que a colonizagdo micorrizica aumentou na presenca do BC
de palha de cana-de-agUcar pirolisadaa 700 °C. Anderson et al. (2011) observaram aumento no
crescimento de organismos envolvidos no ciclo do N, especificamente aqueles que diminuem
0 fluxo de N20O, na presengade BC. Knoblauch et al. (2011) observaram baixa respira¢éo basal
em solo com BC, enquanto Smith et al. (2010) verificaram aumento na respiracdo com a adi¢ao
de BC ao solo. J& Steinbeiss et al. (2009) observaram diferencas na estrutura das comunidades
microbianas em resposta a adicdo de dois tipos de BC em diferentes solos. O BC menos
recalcitrante provocou maiores efeitos na ciclagem de nutrientes, principalmente no solo com
menor diversidade de microrganismos.

Um estudo feito por Abujabhah et al. (2016) indicou um aumento na comunidade
microbiana do solo apés a adi¢do de BC. De acordo com Jone et al (2011), os microrganismos
sdo influenciados por vérios fatores, por exemplo a mudanca no pH do solo proporcionado pela
adicdo do BC, que pode alterar processos de biodegradacdo e consequentemente a comunidade
microbiana.

Egamberdievaet al. (2016) mostraram um impacto positivo do BC de silagem de milho
na comunidade microbiana associada a raiz de soja, com aumento da comunidade rizosférica e
aumento na producéo de fitohorménios e supressdo de patdgenos fungicos radiculares; com isso
0s autores evidenciaram um efeito benéfico da associacdo das bactérias com o BC. No entanto,
também concluiram que n&o ha muitos estudos sobre como o BC afeta a diversidade ea atividade

de rizobactérias estimulando o crescimento de plantas, especialmente em leguminosas.



O sequenciamento parcial do gene 16S RNAr é uma das técnicas moleculares mais
recentes utilizada para avaliar a comunidade microbiana. O trabalho realizado por Xu et al.
(2016) utilizando essa técnica mostrou que no solo tratado com BC a abundéncia de alguns
géneros bacterianos como Chloroflexi, Gemmatimonadetes e Acidobacteria diminuiu de acordo
com o aumento da dose de BC aplicada. O contrario foi observado para os filos Proteobacteria,
Bacteroidetes e Actinobacteria, cuja abundancia aumentou. Esse tipo de analise € um
complemento as anélises classicas da microbiologia, como as caracterizagdes realizadas em
testes in vitro. E informam dados de diversidade e abundancia dos microrganismos, o que

auxiliam na relacdo com os seus nichos ecolégicos e funcBes nos ciclos biogeoquimicos.

2.3 Uso de microrganismos e plantas na remediacéo do solo

Os microrganismos do solo sdo responsivos diretos e degradadores de matéria
organica, o que torna importante o conhecimento da microbiota sob influéncia de BC e outros
compostos organicos. A aplicagdo conjunta de BC e composto orgénico a base de esterco de
galinha favoreceu a abundancia de microrganismos que utilizam carbono e sais minerais como
substrato e sdo adaptados a ambientes oligotroficos, alem de bactérias promotores de
crescimento de plantas e fixadoras de nitrogénio (Hao et al. 2012, Ye et al. 2016).

Fitorremediacdo € o uso de plantas e sua microbiota associada com o intuito de amenizar
ou até mesmo despoluir totalmente areas contaminadas (Coutinho e Barbosa, 2007). No entanto,
para a remocdo eficiente de metais pesados do meio ambiente, plantas e microrganismos
precisam estar em sinergia. Esta estratégia que é chamada de rizorremediacgéo(fitorremediacao)
e envolve a remocdo de poluentes do solo pela interacdo mutua das raizes das plantas e
microrganismos associados. E uma técnica sustentavel, eficiente e de baixo custo (Ubogu et al.
2019).

Os mecanismos utilizados pelos microrganismos para melhorar o processo de
fitorremediacdo envolvem a producgéo de sideroforos, secrecdo de substancias promotoras de
crescimento de plantas e acidificacdo (Oves e Zaidi, 2013). A aplica¢do de BPCPs no auxilio a
fitorremediacdo ganhou destaque devido a sua eficiéncia, tanto na remediagdo quanto no
crescimento de planta (Bashan et al. 2012).

O uso dessas bactérias aumenta a biodisponibilidade de alguns metais no solo,
facilitando a fitoextracdo, através de metabdlitos primarios e secundarios como siderdforos,
acidos organicos e biosurfactantes. Estes ajudam na liberacdo de metais que estdo fortemente
ligados no solo (Gamalero et al. 2012; Ahamed 2015; Ullah et al. 2015).



Processos como mineralizacdo da matéria organica, amonificacdo, fixacdo biologica de
nitrogénio atmosferico, nitrificagdo, entre outros, podem ser afetados diretamente pela
contaminacdo com metais ou, indiretamente, pelos efeitos tdxicos desses metais nas plantas,
causando decréscimo na quantidade de exsudatos liberados na regido da rizosfera. Dessa forma,
interfere na comunidade de rizobactérias.

Rizobactérias sdo bactérias que colonizam a rizosfera e por influenciarem
beneficamente o crescimento de plantas sdo chamadas de rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas (RPCPs), constituindo um grupo amplo de microrganismos (Freitas
2007). Entretanto, BPCPs podem ser isoladas de diferentes locais do solo, porém € na rizosfera
que se encontra uma grande diversidade de bactérias com enorme potencial de atividade de
promocéo de crescimento (Bashan e Holguim, 1998).

Bactérias endofiticas sdo as bactérias que vivem no interior das plantas colonizando-
as, sem alterar sua morfologia e fisiologia, estabelecendo um processo de interacdo bactéria —
planta de grande importancia.

Microrganismos associados as plantas, especialmente BPCPs sdo conhecidos pelo
papel vital em promover o crescimento de plantas e remediar solos com poluentes organicos e
metais por varios mecanismos (Etesami 2018). Muitas pesquisas mostram o papel dessas
bactérias na aceleracdo da fitorremediacdo (aumento na fitoextracdo e na mobilizacdo de metais
pesados) em solos contaminados (Sharma e Archana, 2016; Ullah et al. 2015).

Entre as atividades de promocéo de crescimento, tanto em ambientes sob estresse de
excesso de metais pesados quanto em ambientes normais, destaca-se: producdo de
fitohorménios, sideroforos, solubilizacdo de fosfatos, fixacdo bioldgica de nitrogénio e
atividade de controle biologico, acidificacdo da rizosfera, aumento da area superficial da raiz e
de exudatos, melhorando a eficiéncia da mobilizagdo dos metais pesados.

BPCPs tém sido usadas com sucesso na promocdo de crescimento e mitigacao
(redugdo) do grau de toxicidade ou danificagdo causado as plantas expostas ao estresse causado
pelos diferentes tipos de metais pesados (Ma et al. 2016).

A aplicacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas no auxilio a
fitorremediacdo ganhou destaque devido a sua eficiéncia, tanto na remediacdo quanto no
crescimento de planta (Bashan et al. 2012). Ahemad (2015), em sua revisdo sobre
fitorremediacdo de solo contaminado por cromo pelo uso de BPCPs, mostrou que muitos
géneros bacterianos isolados do solo foram eficientes na reducdo do metal, tais como:
Ochrobactrum, Delftia, Pseudomonas, Bacillus, Cellulosimicrobium, Mesorhizobium e

Rhodococcus. O uso dessas bactérias associadas a plantas promove algumas mudancgas no
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metabolismo das plantas, como aumento das raizes melhorando a absor¢éo de nutrientes, além
de torna-la mais tolerante ao estresse por metais pesados.

Para Ahemad (2015) o uso BPCPS em programas de fitorremediacdo de solos
contaminados € promissor e deve ser considerado o tipo de solo e as condi¢cdes ambientais, além
da necessidade de pesquisas feitas no campo, para avaliar a influéncia de diversos fatores que

podem interferir na interacdo planta — bactéria benéfica.
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CAPITULO 1

Efeito da adicdo de biocarvao na atividade e diversidade da microbiota do solo

multicontaminado com metais pesados

RESUMO

Niveis de metais pesados no solo além dos estabelecidos pelos valores de referéncia de
qualidade (VRQ) prejudicam a sustentabilidade do ecossistema e a biodiversidade, ocasionando
danos aos seres humanos e animais, interferem na microbiota local, acumulam-se no solo e nas
plantas. Biocarvao (BC) é uma alternativa sustentavel e economicamente viavel para extrair 0s
metais pesados do solo e melhorar a sua fertilidade. Objetivou-se avaliar o efeito dos BCs borra
e pergaminho de café e finos de carvdo na atividade e diversidade da microbiota do solo
multicontaminado com metais pesados. Tratamentos com solo multicontaminado, solo com pH
corrigido para 7,0 e solo com adicdo de 5% de biocarvao borra e pergaminho de café e finos de
carvdo foram avaliados quantos aos indicadores microbiolégicos da qualidade do solo e
diversidade de comunidades bacterianas e fangicas, ao longo de noventa dias de incubacao. Os
biocarvBes influenciaram de forma diferente os indicadores microbioldgicos do solo e a
diversidade microbiana ao longo do tempo. No geral, a adi¢do de BC pergaminho causou menor
riqueza e diversidade bacteriana no solo. O filo predominante foi Actinobacteria, seguido de
Proteobacteria. A comunidade fungica diferenciou-se entre os tratamentos, mas ndao no tempo,
com predominancia do filo Ascomycota. A adi¢do dos diferentes biocarvdes de residuos de café
no solo interferiu nos atributos microbioldgicos do solo, que se mostraram adequados como
indicadores microbiologicos da qualidade de solo multicontaminado.

Palavras-chaves: Borra de café, diversidade microbiana do solo, finos de carvdo, pergaminho

de café, remediacéo de solo.

Effect of biochar addition on the microbiota activity and diversity of the soil

multicontaminated with heavy metals

ABSTRACT

Heavy metals levels in the soil beyond those established by the quality reference values (QRV)
impair the sustainability of the ecosystem and biodiversity, causing damage to humans and
animals, interfere with the local microbiota, and accumulate in the soil and plants. Biochar (BC)
is a sustainable and economically viable alternative for extracting heavy metals from the soil
and improving its fertility. The objective was to evaluate the effect of BCs coffee grounds and
parchment and charcoal fines on microbial activity and diversity in soil multicontaminated with
heavy metals. The treatments: contaminated soil, contaminated soil with pH adjusted to 7
(pH7), contaminated soil + 5% (m / m) of spent coffee grounds biochar, contaminated soil +
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5% (m / m) of coffee parchment biochar, and contaminated soil + 5% (m /m) of charcoal fines
were evaluated for microbiological indicators of soil quality, diversity of bacterial and fungal
communities, at the over ninety days of incubation. The biochars influenced soil
microbiological indicators and microbial diversity in a different way. In general, the addition
of BC parchment caused less bacterial richness and diversity in the soil. The predominant
phylum was Actinobacteria, followed by Proteobacteria. The fungal community differed among
treatments, but not in time, with a predominance of the Ascomycota phylum. The addition of
different biochars from coffee residues in the soil influenced soil microbiological attributes,
which proved to be adequate as microbiological indicators of multicontaminated soil quality.

Keywords: Coffee grounds, soil microbial diversity, charcoal fines, coffee parchment, soil
remediation.

1 INTRODUCAO

O termo qualidade do solo foi definido e muito discutido na década de 90, quando se
atentou para o fato de que o solo exerce uma importante funcdo na qualidade do meio ambiente,
na preservacdo dos recursos naturais e na sustentabilidade agricola (Vezzani e Mielniczuk
2009).

Segundo Karlen et al. (1997), a qualidade do solo (QS) pode ser estimada a partir de
indicadores mensuraveis do solo e da caracterizagdo, avaliagdo e acompanhamento das
alteracdes ocorridas em um dado ecossistema, sendo Util para 0 monitoramento de mudancas
no ambiente. Tais indicadores podem ser fisicos, quimicos e bioldgicos.

Entre os indicadores microbioldgicos, as enzimas sdo indicadoras da qualidade do solo
por serem sensiveis as variac@es provocadas pelos fatores ambientais e de manejo (Dick 1994),
sendo, portanto, indicadores de funcdes ecoldgicas no solo. No entanto, a presenca de metais
pesados no solo pode afetar a comunidade microbiana, inibindo as atividades enzimaticas e
consequentemente interferir no metabolismo microbiano, prejudicando seu papel ecolédgico
(Duan et al. 2018).

Processos como mineralizacdo da matéria organica, amonificacdo, fixacdo biologica de
nitrogénio atmosférico, nitrificagdo, entre outros, podem ser afetados diretamente pela
contaminacdo com metais ou, indiretamente, pelos efeitos toxicos desses metais nas plantas,
causando decréscimo na quantidade de exsudatos liberados na regido da rizosfera, interferindo
na comunidade de rizobactérias e, consequentemente, na qualidade do solo. Embora, ndo haja
um indice definido para os parametros da qualidade do solo, existe um consenso que esta
dependera da extensdo em que o solo funcionara para o bem-estar humano, sendo estimada a

partir de indicadores arbitrados (Araujo et al. 2012).
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A biomassa microbiana do solo, o nitrogénio mineralizavel, respiracdo basal
microbiana, quociente metabolico e atividade enzimatica sdo exemplos de indicadores
bioldgicos. Sdo importantes na ciclagem de nutrientes e na estimativa da capacidade do solo
em permitir o crescimento das plantas. A biomassa microbiana do solo (BMS) é o componente
vivo da matéria organica, sendo Util na obtencdo de informacBGes sobre mudancas nas
propriedades organicas do solo, podendo avaliar os efeitos dos poluentes como metais pesados
e outras substancias, refletindo a dindmica da decomposi¢do da matéria organica, interferindo
na disponibilidade de nutrientes para as plantas e alterando as propriedades fisicas do solo
(Frighetto 2000).

A presenca de metais pesados no solo interfere na ciclagem de nutrientes realizada
pelos microrganismos do solo, pois sdo toxicos e podem causar a reducdo da biomassa
microbiana (Andrade e Silveira, 2004). Pode-se observar uma maior atividade metabdlica
microbiana, pois a sua manutencdo em ambientes contaminados requer um maior gasto de
energia, resultando em maior respiracdo e menor eficiéncia na incorporacdo de substratos
frescos em nova biomassa microbiana (Chander e Joergensen, 2001). O quociente metabolico
(gCOy2), que ¢é o C convertido na respiragdo basal expresso em relagdo a biomassa microbiana,
é inversamente relacionado a eficiéncia com que a biomassa microbiana utiliza seus substratos
(Anderson e Domsch, 1993) e pode ser um indicador sensivel da presenca de contaminantes e
compostos, inclusive BC (Bamminger et al. 2014).

A atividade de enzimas do solo também é considerada boa indicadora da contaminacéo
do solo por refletir rapidamente distdrbios naturais ou antropogénicos e ser de facil avaliagéo.
A maioria das enzimas tem uma relacdo negativa com o aumento da concentracdo do metal
(Hinojosa et al. 2004; Khan et al. 2007) e pode servir como parametro para indicar melhoria da
atividade bioquimica. Os efeitos desses metais dependerdo, entretanto, das caracteristicas do
solo, do tipo e concentracdo do metal e do nimero de metais contaminantes e suas interacdes
(Chander e Brookes, 1993; Brookes 1995).

O BC é um residuo sélido carbonaceo, principalmente de residuo agricola, produzido
sob condigdes isentas ou limitadas de oxigénio em temperaturas que variam de 300 a 1000 °C,
que tem mostrado resultados importantes como corretivos do solo (Dahlawi et al. 2018). Maia
(2011) afirma que devido a composicdo quimica, tipo de biomassa e condic¢Bes da pirdlise, 0
produto obtido pode apresentar caracteristicas fisicas e quimicas particulares, como:
porosidade, superficie especifica, capacidade de troca ibnica e recalcitrancia. Apresenta pH em
torno de 7, alto teor de carbono e aromaticidade estavel, com alto nivel de recalcitrancia (Trazzi

2014), além da sua capacidade de adsorver nutrientes. Sdo essas caracteristicas que tornam o
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uso dos BCs atraente na recuperacéo de solos degradados, erodidos, com altos teores de metais
pesados e com baixos niveis de matéria organica.

Os microrganismos do solo séo responsivos diretos e degradadores de matéria
organica, 0 que torna importante o conhecimento da microbiota sob influéncia de BC e outros
compostos organicos. Estudos mostram que a aplicagdo conjunta de BC e composto organico a
base de esterco de galinha favoreceu a abundancia de microrganismos, que utilizam carbono e

sais minerais como substrato e sdo adaptados a ambientes oligotréficos, além de bactérias
promotores de crescimento de plantas e fixadoras de nitrogénio (Hao et al. 2012; Ye et al. 2016).
Os estudos mais recentes, que utilizam técnicas moleculares para avaliar a comunidade
microbiana, complementam as andlises classicas de microbiologia. Por exemplo, o
sequenciamento parcial do gene 16S RNAr do solo tratado com BC mostrou que a abundancia
de alguns géneros bacterianos como Chloroflexi, Gemmatimonadetes e Acidobacteria diminuiu
de acordo com o aumento da dose de BC aplicada. O contrario foi observado para os filos
Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria, cuja abundancia aumentou. Esse mesmo
estudo apontou que a adi¢do do BC diminuiu a lixiviagdo de nitrogénio, cujo efeito esta
relacionado ao aumento do carbono da biomassa microbiana e diversidade bacteriana no solo
(Xu et al. 2016). Os resultados que envolvem a diversidade da comunidade bacteriana do solo
podem indicar quais grupos microbianos séo influenciados pela adi¢do do BC, relacionando a
abundancia dos microrganismos com o seu hicho ecolégico, como degradacdo de compostos
recalcitrantes e fungfes nos ciclos biogeoquimicos.
O objetivo deste capitulo foi avaliar o efeito dos BCs borra e pergaminho de café e
finos de carvédo na remediacdo e fertilidade do solo, e, na atividade e diversidade da microbiota

do solo multicontaminado com metais pesados.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizacao do solo e tratamentos

Os dados analisados neste capitulo sdo oriundos de um experimento de incubacgao
previamente realizado por outros integrantes da equipe de BC do Instituto Agronémico (1AC),
no ano de 2016.

O solo foi coletado em uma area oriunda de siderurgia, localizada no municipio de Trés
Marias, MG. As amostras de solo foram coletadas na camada de 0-20, secas ao ar e passadas

em peneira de 2 mm para caracterizacdo quimicae fisica (Tabelas 1 e 2). Este solo apresentou
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um alto teor de zinco e de outros metais, como Cd, Pb e Cu, e foi considerado como
multicontaminado (Tabela 2).

Foram utilizados BCs produzidos a partir de borra de café solvel e pergaminho de café,
pirolisados a 700°C, e os finos de carvdo. Os tratamentos consistiram em: 1- solo
multicontaminado (testemunha: controle absoluto sem correcdo do pH e sem adicdo de
biocarvédo); 2- solo multicontaminado com o pH corrigido com Ca(OH)2 p.a. para pH7
(calagem); 3- solo multicontaminado + 5% (m/m) de BC de borra de café (Borra); 4- solo
multicontaminado + 5% (m/m) de finos de carvdo (Finos); 5- solo multicontaminado + 5%

(m/m) de BC de pergaminho de café (Pergaminho).

Tabela 1. Analise de fertilidade do solo multicontaminado utilizado no experimento.

solo pH MO P K Ca Mg H+Al SB CTCc V
gdm? mgdm?3 mmol dm-? %
59 23 76 3,9 44 16 20 64,1 84,1 76
solo Al S B Cu Fe Mn
mmol dm- mg dm-3
0,0 77 0,18 14 0,04 0,1

Tabela 2. Teores disponiveis para metais pesados do solo contaminado.
Disponivel (DTPA)

solo Zn Pb Cd Ni Cr
mg dm-3
788,13 55 8 0,21 -

2.2 Indices microbioldgicos de qualidade do solo

O carbono da biomassa microbiana do solo (CBMS) foi determinado pelo método da
fumigagéo- extragdo (Vance et al. 1987). Cada amostra foi dividida em trés subamostras: uma
foi fumigada com cloroférmio, eliminando os microrganismos vivos, outra foi mantida ao
natural (ndo fumigada), enquanto a terceira foi levada a estufa a 60°C até peso constante, para

utilizac&o posterior no célculo. As amostras fumigadas com cloroférmio foram incubadas por
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dois dias a 27°C + 2°C. Em seguida, extraiu-se o carbono das subamostras em solugdo aquosa
de sulfato de potassio 0,5 mol L.

Apds a extracdo, os extratos foram submetidos a digestdo com dicromato de potassio,
acido sulfarico e acido fosforico, em banho-maria. Foi realizada a determinacdo de carbono
pela diferenga entre o volume excedente do dicromato das amostras, fumigada e ndo fumigada,
pela titulagdo com sulfato ferroso amoniacal 0,033 mol L. Os resultados foram expressos em
micrograma de C por grama de solo seco (ug g™ de C).

A respiracdo basal (RB) foi realizada de acordo com Jenkinson e Powlson (1976), com
cinco repeti¢cOes para cada tratamento. Adicionou-se agua destilada até 60% da capacidade de
retencdo de &gua do solo. Os recipientes foram incubados em laboratdrio, com controle de
luminosidade e de temperatura entre 25 a 30°C por 92 dias.

Cada frasco recebeu um recipiente com 20mL de NaOH 0,01mol L™, que foi substituido
diariamente até os 15 dias. Ap0Os passou-se a fazer a troca a cada 2 dias até os 30 dias, e
posteriormente, a cada 3 dias até completar os 92 dias de incubacdo. As leituras foram feitas
utilizando-se um condutivimetro e calculou-se a emissdo de CO, em cada tratamento.

O quociente metabdlico (qCO.) foi calculado pela razéo entre a taxa de respiracao basal
e o carbono da biomassa microbiana (Anderson e Domsch, 1993), sendo expresso em pg CO>
ug C dia™.

A atividade da B-Glicosidase foi determinada pelo método colorimétrico do p-nitrofenol
produzido, ap6s incubacdo do solo durante uma hora com o substrato PNG (p-nitrofenil-f-D-
glicosideo). O calculo foi realizado com base em uma curva padrdo conhecida e determinado
em pg de p-nitrofenol produzido por hora por grama de solo seco (ug p-nitrofenol h™ g solo
seco) de acordo com Tabatabai (1994).

A atividade da fosfatase &cida foi determinada por espectrofotometria, quantificando o
pnitrofenol liberado apos incubagdo de 1,0 g de solo com 0,2 mL de tolueno, 4 mL de tampé&o
universal modificado (MUB) pH 6,5 e 1 mL de solucdo de p-nitrofenil fosfato (0,025 M), a
37°C, por 1 h; em seguida as amostras foram filtradas e a leitura realizada em espectrofotdometro
(410 nm). Os valores de atividade foram expressos em pg p-nitrofenol g* solo h™* (lvani e
Tabatabai, 1977).

A atividade da arilsulfatase foi determinada segundo Tabatabai e Bremner (1970). Em
1g de solo, adicionaram-se 4 ml de tamp&o acetato de sddio pH 5,8 e 1 ml de solucdo de p-
nitrofenil sulfato (PNS) 50 mM preparada no tampéo, incubando-se por 1 h a 37°C. O meio
reacional foi entdo filtrado em papel de filtro qualitativo e a quantidade de p-nitrofenol

determinado espectrofotometricamente a 410 nm.
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A atividade da desidrogenase foi determinada de acordo com Thalmann (1968); o solo
foi incubado com TTC (cloridrato de 2,3,5 trifeniltetrazélio) e o teor de trifenilformazan (TFF)
determinado apds o periodo de incubacao.

A atividade da protease nas amostras de solo foi determinada segundo Ladd e Butler
(1972), cujo método é baseado na determinacgdo de aminoacidos liberados ap6s a incubacdo do
solo com caseinato de sodio por 2 horas a 50 °C, usando o reagente Folin Ciocalteau.

A média geométrica da atividade das enzimas do solo (MGeo) é um indice que integra
e unifica as informacgfes da atividade das enzimas do solo (Hinojosa et al. 2004), sendo

calculada de acordo com a equacéo:

5
MGeo = Vfosf*desi*glic*aril*prot

Sendo: MGeo: Média geométrica da atividade das enzimas; Fosf: Fosfatase acida; Desi:

Desidrogenase; Glic: B-glicosidase; Aril: Arilsulfatase; Prot: protease.

2.3 Analise estatistica

O conjunto de dados gerados foi submetido a analise da variancia, as medias
comparadas pelo teste de Scott Knott (1974) a5 % e analise de regressao, utilizando o programa
SISVAR (Ferreira 2007). A analise dos componentes principais foi realizada utilizando o

programa PAST versdo 3.19 (Hammer et al. 2001).

2.4 Analise de diversidade das comunidades bacteriana e fangica no solo

Estas analises do gene 16 rRNA para diversidade bacteriana e ITS para fungos foram
realizadas no Instituto Holandés de Ecologia (NIOO), Holanda.

Os dados de sequenciamento bruto foram processados pelo Hydra Pipeline versdo 1.3.3
(Hollander 2017), implementado em Snakemake (Koster e Rahmann, 2012). Para sequéncias
16S rRNA, as informacdes taxondmicas para cada OTU (Unidades taxondmicas operacionais

— OTU) foram adicionadas ao arquivo BIOM, alinhando as sequéncias ao banco de dados
SILVA (release 128) (McDonald et al. 2012), usando o classificador SINA (Pruesse et al. 2012).
Para as sequéncias ITS (espacador interno transcrito) as informacdes taxondmicas foram
adicionadas ao arquivo BIOM, executando o RDP Classifier na versdo 7.2 do banco de dados
UNITE (Kadljalg et al. 2013). As analises estatisticas foram realizadas no RStudio versdo
1.1.423 executando a versao R 3.4.4 (R Core Team, 2015).
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Tabelas OTU foram filtradas usando scripts R personalizados. OTUs com menos de 2
contagens em todas as amostras foram descartadas, assim como sequéncias de cloroplastos e
mitocOndrias. Antes das analises de diversidade alfa e beta, os dados foram reduzidos a um
menor tamanho (20016 para dados do gene 16S rRNA, 15593 para dados da regido ITS).

O pacote "Phyloseq" (McMurdie e Holmes, 2013) foi usado para calcular o nimero de
indices de diversidade de OTUs, Shannon e Inverse Simpson observados, bem como o0s
estimadores de diversidade de Chaol e ACE (Mendiburu 2017). As matrizes de distancia Bray-
Curtis, construidas usando os conjuntos de dados rarefeitos, foram usadas para realizar a Analise
de Coordenadas Principais (PCoA) usando a fungdo “capscale” do pacote 'Vegan' (v. 2.4.6)
(Oksanen et al. 2018).

Dissimilaridades de grupo foram testadas usando uma analise de variancia
permutacional multivariada (PERMANOVA), usando a funcdo Adonis do pacote Vegan. Os

resultados foram detalhados para os tratamentos nos tempos 01, 30 e 90 dias de incubacao.

3 RESULTADOS

Os resultados foram analisados ao longo de noventa dias, em oito tempos diferentes,

sendo: ap0s um, cinco, dez, quinze, trinta, quarenta, sessenta e noventa dias de incubacao.

3.1 Carbono da Biomassa Microbiana do solo (CBMYS)

O CBMS mostrou um ajuste quadratico descendente significativo para os tratamentos
BC borra de café e finos de carvao, atingindo um ponto de menor valor ao redor de 60 dias de
incubacdo (Figura 1). No geral, os maiores valores de CBMS foram obtidos nos tratamentos
testemunha e solo com calagem, que diferiram significativamente dos tratamentos com adicéo
de BC (Tabela 3).
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Figura 1. C-Biomassa microbiana (mg kg™?) em funcdo do tempo de incubacdo do solo
multicontaminado com metais pesados. Tratamentos: testemunha (controle) (n.s); calagem
(n.s); BC borra de café; fino de carvdo; BC pergaminho de café (n.s). (n.s: ndo significativo;
(*p=<0,05).

Tabela 3. Carbono da biomassa microbiana do solo (CBMS) do solo multicontaminado com
metais pesados (testemunha), com adicdo de calcario para alcancar pH 7, adicdo de 5% de BC
de borra de café, 5% de BC de pergaminho e 5% de fino de carvéo, ao longo de 90 dias de

incubacéo.
Testemunha Calagem Borra Fino Pergaminho
Tempo CBMS (mg kg™)

1 64,45a 56,90a 39,56b  58,73a 60,63a
5 46,59 45,05a 39,82b  35,13c 29,56¢
10 45,42a 42,47b  46,89b  44,13a 44,52b
15 50,19a 45,07a 38,96b  49,65a 42,02b
30 68,57a 65,99a  41,65c 35,81d 48,05b
40 22,63a 19,11a  14,04b 12,75b 17,65a
60 16,78a 23,52a 16,64a 18,88a 18,47a
90 26,92a 28,80a  23,04b 22,75b 22,62b

* Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% comparando 0s
tratamentos de solo em cada dia de incubacéo.

3.2 Respirometria e qCO2

A Respiracdo basal (RB) do solo ndo mostrou ajuste significativo em nenhum
tratamento em funcdo do tempo (Figura 2). No geral, a adicdo de pergaminho promoveu
significativamente maior RB que todos os demais tratamentos. O solo testemunha mostrou

significativamente menor RB em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 4).
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O quociente metabdlico (qCO.) ndo apresentou ajuste significativo em funcdo do tempo
de incubacdo (Figura 2). No geral, a adi¢do de pergaminho causou significativamente maior

gCO- que os demais tratamentos, sendo que o0 solo- testemunha mostrou os menores valores
(Tabela 4).
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Figura 2. Respiracéo basal (ug CO2 g* dia™) e quociente metabdlico (qCO2) em funcéo do
tempo de incubacdo do solo multicontaminado com metais pesados. Tratamentos: testemunha
(controle); calagem; biocarvéo borra de café; fino de carvdo; biocarvao pergaminho de café.
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Tabela 4. Respiragdo basal e quociente metabdlico do solo multicontaminado com metais
pesados (testemunha), com adi¢&o de calcario para alcancar pH 7, adigdo de 5% de BC de borra

de café, 5% de BC de pergaminho e 5% de fino de café, ao longo de 90 dias de incubacéo.

Testemunha Calagem Borra Fino Pergaminho
Tempo Respirometria (ug CO g dia ™?)
1 3,17d 9,87b 6,45¢ 8,46b 12,38a
5 2,91c 4,76b 4,47b 4,74b 7,35a
10 2,37b 4,11b 3,35b 3,61b 5,70a
15 3,11c 5,31b 4,14c 5,21b 8,02a
30 2,43¢c 4,51b 4,04b 5,00b 9,60a
40 1,63b 2,86b 2,90b 2,90b 7,28a
60 2,31b 3,92a 3,62a 3,26b 4,59
90 1,81a 2,89 2,08a 2,45a 2,63a
Quociente metabdlico

1 0,05b 0,17b 0,16b 0,14b 0,45a
5 0,06b 0,10b 0,10b 0,14b 0,27a
10 0,05a 0,09a 0,07a 0,08a 0,13a
15 0,05a 0,12a 0,10a 0,11a 0,19a
30 0,03a 0,07a 0,10a 0,15a 0,22a
40 0,08b 0,16b 0,22b 0,23b 0,5a

60 0,14a 0,17a 0,23a 0,17a 0,26a
90 0,07a 0,10a 0,09a 0,11a 0,13a

* Médias com letras iguais nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%, comparando 0s
tratamentos de solo em cada dia de incubacéo.

3.3 Atividade enzimatica

A atividade da fosfatase acida nos diferentes tratamentos mostrou ajuste quadratico
ascendente ao longo do tempo, com um pico de resposta entre 40 e 60 dias de incubacdo, nos
tratamentos com calagem e BC finos de carvédo (Figura 3). No geral, a atividade da fosfatase
acida foi significativamente maior no solo com calagem, adicdo de BC borra e de pergaminho
de café (Tabela 5).

A atividade da arilsulfatase ndo apresentou ajuste significativo em funcao do tempo de
incubacdo, para nenhum tratamento (Figura 3). No geral, a calagem do solo aumentou
significativamente a atividade da arilsulfatase, diferindo dos demais tratamentos (Tabela 5).
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A atividade da B-glicosidase no solo também ndo mostrou ajuste significativo para os
tratamentos (Figura 3). No geral, a maior atividade ocorreu no solo testemunha e as menores

atividades no solo com pergaminho e fino (Tabela 5).
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de carvao; biocarvao pergaminho de café. (*p<0,05).
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Tabela 5. Atividade das enzimas fosfatase acida, arilsulfatase e - glicosidase em solo multi
contaminado com metais pesados (testemunha), com adi¢do de calcario para alcancar pH 7,
adicdo de 5% de BC de borrade café, 5% de BC de pergaminho e 5% de fino de café, ao longo

de 90 dias de incubacéo.

Testemunha Calagem Borra Fino Pergaminho
Tempo Fosfatase (mgPNF Kg* hl)
1 47,3b 63,9a 81,1a 25,7c 79,9a
5 132,5b 66,4c 124,8b 74,5C 255,0a
10 90,5b 109,7a  128,8a 70,7b 73,0b
15 74,9a 98,9a 86,6a 81,5a 79,2a
30 99,2a 94,9a 91,7a 71,7b 68,6b
40 170,5b 213,0a 162,3b 141,7¢c 176,1b
60 118,0b 159,0a  120,7b 127,6b 93,3c
90 114,1b 127,52 132,0a 109,5b 98,3b
Avrilsulfatase (mgPNF Kg* h't)

1 17,3a 16,7a 13,7b 13,6b 16,7a
5 13,3b 15,3a 10,4c 7,6d 10,9¢
10 12,3b 14,1a 9,89c 9,3c 11,5b
15 10,3b 13,4a 10,8b 7,9¢c 9,1c

30 9,93b 13,8a 8,86b 7,3b 9,83b
40 10,0b 14,1a 8,96¢ 8,2¢c 11,0b
60 11,6b 15,7a 11,9b 9,85b 10,4b
90 11,4b 13,2a 11,6b 10,0b 12,5a

B- Glicosidase (mgPNF Kg* h')

1 26,9a 20,3a 18,9a 15,7a 18,3a
5 59,7b 50,0c 48,1c 78,6a 45,8¢c
10 36,3a 37,1a 41,0a 20,1b 18,7b
15 46,8a 39,9a 40,8a 31,4b 27,5b
30 45,1a 41,4a 36,5a 37,7a 31,5a
40 37,6a 42,4a 32,6a 27,6b 21,6b
60 41,1a 31,2b 31,6b 27,0b 16,6¢
90 40,3a 32,0b 37,7a 31,0b 25,9b

* Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% comparando os
tratamentos de solo em cada dia de incubacéo, nas linhas.

A atividade da desidrogenase mostrou ajuste quadratico ascendente significativo nos
tratamentos testemunha e calagem, em funcdo do tempo de incubacdo, com um pico de
atividade entre 40 e 60 dias de incubacdo. Nos demais tratamentos ndo houve ajuste
significativo (Figura 4). Na média geral o tratamento com calagem foi o que apresentou maior
atividade da desidrogenase. Essa enzima foi a que apresentou a menor atividade nos

tratamentos, comparada com as demais enzimas analisadas (Tabela 6).
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A atividade da protease ndo apresentou ajuste significativo (Figura 4). No geral, no solo
com calagem, finos de carvéo e pergaminho houve maior atividade da protease (Tabela 6).
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Figura 4. Atividade de desidrogenase e de protease em fungdo do tempo de incubagéo do solo.
Tratamentos: testemunha (controle); calagem; biocarvdo borra de café; fino de carvao;
biocarvao pergaminho de café. *p<0,05).
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Tabela 6. Atividade da desidrogenase e protease em solo multi contaminado com metais

pesados (testemunha), com adigdo de calcério para alcancar pH 7, adi¢do de 5% de BC de borra

de café, 5% de BC de pergaminho e 5% de fino de café, ao longo de 90 dias de incubacéo.

Testemunha Calagem Borra Fino Pergaminho
Tempo Desidrogenase (mg TTF Kg'24h)
1 6,04a 5,99a 5,92a 6,09a 6,07a
5 6,0b 6,12b 6,11b 6,8a 6,22b
10 6,3b 7,03a 6,41b 6,58b 6,25b
15 6,86b 7,54a 6,6b 6,66b 6,470
30 6,65b 7,47a 6,29b 6,7b 6,48b
40 6,83b 7,44a 6,42c 6,73b 6,43c
60 6,79b 7,27a 6,41c 6,34c 6,05c
90 6,45b 6,92a 6,42b 6,32b 6,12b
Protease (mg TYR Kgth?)
1 211,1a 212,5a  200,6a 209,9a 213,0a
5 187,7b 198,2b  192,4b 208,8a 217,0a
10 183,5a 189,1a 197,5a 192,8a 196,1a
15 182,1b 179,3b  195,9b 214,6a 224,0a
30 207,4b 240,0a 231,7a 250,7a 230,4a
40 219,1b 250,3a  203,6b 203,6b 207,1b
60 227,8a 226,4a  205,7a 228,2a 212,5a
90 222,4a 221,0a 208,la 233,4a 225,2a

* Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% comparando 0s

tratamentos de solo em cada dia de incubacéo, nas linhas.

Para a média geométrica das enzimas do solo (Mgeo) observou-se que o tratamento solo

com calagem apresentou ajuste quadratico significativo ascendente com pico entre 40 e 60 dias

de incubagéo (Figura 5). No geral, a maior Mgeo foi observada no solo com calagem ( Tabela

7).
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Figura 5. Média geométrica da atividade das enzimas do solo — Mgeo em fungéo do tempo de
incubacdo do solo. Tratamentos: testemunha (controle); calagem; biocarvao borra de café; fino
de carvdo; biocarvao pergaminho de café. (*p<0,05).

Tabela 7. Média geométrica da atividade das enzimas em solo multi contaminado com metais

pesados (testemunha), com adicao de calcario para alcancar pH 7, adicdo de 5% de BC de borra

de café, 5% de BC de pergaminho e 5% de fino de café, ao longo de 90 dias de incubacao.

Testemunha Calagem Borra Fino Pergaminho
MGeo
1 31,3b 30,3b 30,3b 24,7c 32,6a
5 40,3b 35,2d 38,8¢c 36,8d 44.4a
10 35,6a 37,6a 37,2a 28,8b 28,7b
15 33,5b 37,9a 33,9b 29,7c 31,5¢c
30 36,2b 40,0a 34,4c 30,9d 31,5d
40 39,3b 47,9a 37,2¢c 34,0d 32,8d
60 36,7b 41,4a 34,5¢c 34,0c 30,3d
90 37,3a 38,3a 38,1a 35,7b 34,6b

* Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% comparando 0s
tratamentos de solo em cada dia de incubacgéo, nas linhas.

3.4 Andlise da fertilidade do solo

A adicdo de pergaminho de café aumentou o pH do solo e as concentragdes de K, Cu e

H+Al em relacdo a testemunha e aos demais tratamentos. O teor de Ca e a soma de bases (SB)

aumentaram nos tratamentos solo com pH corrigido (calagem) e com adicdo da borra de café,

em relacdo a testemunha e demais tratamentos (Tabela 8).

28



O teor de Zn, metal em maior quantidade no solo contaminado em estudo, diminuiuem
todos os tratamentos em relagdo ao solo testemunha, mas principalmente com a calagem e
adicdo de pergaminho, embora ainda tenha permanecido com teores altos (Tabela 8). A
calagem, a adicdo de fino e de pergaminho diminuiram o teor de Ni no solo, enquanto a borra

de café aumentou.

Tabela 8. Andlise da fertilidade e de metais pesados de solo multi contaminado com metais
pesados (testemunha), com adicao de calcario para alcancar pH 7, adicdo de 5% de BC de borra
de café, 5% de BC de pergaminho e 5% de fino de café, apds 90 dias de incubacao.

Tratamentos  pH P K Ca Mg  H+AI SB
mg.dm™  -------meeoeeeeeee mmol dm3-m--mmmeeeeeeeeeeeee

Testemunha  5,9d 90,0a 3,3c 435¢c 17,3a 6,9d 64,1d

Calagem 6,7b 75,4c 3,3c 87,8a 16,3a 7,4b 107,5b

Borra 6,4c 70,9c 4,4c 92,0a 18,0a 7,3c 114,5a

Fino 6,3c 95,2a 8,6b 67,7b 179a 7,2c 93,8¢c

Pergaminho  7,l1a 83,5b 36,3a 452c 13,8b 7,8a 95,7¢c
Cu Zn Ni Cr Cd
------------------------- Mg dMSB-mme e

Testemunha  9,78d 704,3a 0,11b 0,05a 7,3a

Calagem 13,5b  606,2c  0,00d 0,05a 6,9a

Borra 11,5¢ 653,0b 0,60a 0,05a 6,7a

Fino 10,3d 650,3b  0,04c 0,05a 6,4a

Pergaminho  15,3a 590,7c  0,00d 0,05a 6,7a
*Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de ScottKnott a 5%.

3.5 Analises de diversidade das comunidades bacteriana e fungica

3.5.1 Estrutura das comunidades

O teste PERMANOVA (valor-p = 1,00e-04) mostrou que as comunidades bacterianas
diferiram significativamente entre os tratamentos, os dias de incubacéo e interagdes tratamento
x dia. No 1° dia observou-se um agrupamento de todos os tratamentos e, posteriormente, uma
nitida separacdo dos tratamentos por dia. O tratamento pergaminho ficou agrupado, isolando-
se dos demais tratamentos (Figura 6). Por isso, também foi realizada uma analise excluindo esse

tratamento, com o objetivo de observar melhor os demais (Figura 7).
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O primeiro e segundo eixos da PCoA explicaram 42,5% da variagéo entre as amostras.
Ao excluir o pergaminho, observou-se a separacdo dos tratamentos entre os dias e uma

segregacdo das amostras do tratamento calagem (Figura 7).
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Figura 7. Dispersdo da Anéalise de Coordenada Principal
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Em relacdo & comunidade fungica, observou-se diferenga entre os tratamentos, mas ndo
no tempo. O tratamento fino de carvdo agrupou-se separadamente dos demais. No entanto, ndo

se observou uma separacao clara entre os tratamentos. O primeiro e segundo eixos da PCoA
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explicaram 35,7% da variagdo entre as amostras. Para melhor visualizagdo dos resultados, o

tratamento fino de carvao foi excluido e, dessa forma, foi possivel observar uma separagéo entre

0s outros tratamentos (Figuras 8 e 9).
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3.5.2 Diversidade alfa do rRNA 16S

A influéncia da aplicacdo de BCs nos indices de diversidade bacteriana do solo mostrou
que, apés um dia de incubacgdo, os maiores valores de riqueza pertenceram aos tratamentos
controle absoluto e fino de carvéo e os menores ao tratamento com pergaminho. De acordo com
os indices de Shannon e Inverse Simpson, o tratamento mais diversificado foi o fino de carvéo
e 0 menos o de borra de café (Figura 10). Apds 30 dias, o tratamento fino apresentou os valores
mais altos para os indices de riqueza Chaol e Ace, enquanto pergaminho apresentou 0s mais
baixos. O tratamento calagem apresentou o maior nimero de OTUs (unidades taxonémicas
operacionais) e 0s maiores valores para os dois indicies de diversidade. Pergaminho apresentou
o menor valor do indice de diversidade (Figura 11). Aos 90 dias, o tratamento calagem
apresentou o maior numero de OTUs e os maiores valores para os indices de diversidade. O
tratamento fino de carvéo apresentou os maiores valores para os indices Chao 1 e Ace. Borra
de café e pergaminho apresentaram os menores valores para os indices de riqueza e o tratamento

controle, os menores valores de diversidade (Figura 12).
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Alpha Diversity Measure

3.5.3 Diversidade alfa de amostras ITS fangicas

Em relacdo a diversidade flngica, apos o primeiro dia de incubacéo, os valores do indice
de diversidade alfa mostraram que o tratamento calagem apresentou os maiores valores para
todos os indices de riqueza e diversidade. O tratamento borra de café apresentou os menores
valores para todos os indices de riqueza e para o indice de diversidade Inverse Simpson (Figura
13).

Apbs 30 dias, o tratamento borra de café apresentou os valores mais altos em todos 0s
indices de riqueza, enquanto o pergaminho apresentou 0s mais baixos. Para os indices de
diversidade, o tratamento calagem mostrou os maiores valores para ambos os indices, enquanto
que o fino de carvao apresentou os menores valores (Figura 14). Aos 90 dias, o tratamento fino
apresentou 0os maiores valores para os indices de riqueza, enquanto o tratamento pergaminho
apresentou os maiores valores para os indices de diversidade. O tratamento calagem apresentou
0s menores valores para os indices de riqueza e o tratamento borra, os menores indices de
diversidade (Figura 15).
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Figura 13. Comparacéo de Box-Plot dos indices de diversidade alfa de amostras da regiéo
ITS fangica, no dia 1.
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3.5.4 Composic¢édo das comunidades bacterianas e fungicas

Em relacdo a composicdo, na comunidade bacteriana no dia 1, o filo predominante foi
Actinobacteria em todos os tratamentos, seguido de Proteobacteria. No nivel de género, o KD4-
96 ndo classificado (filo Chloroflexi) foi o grupo predominante em todos os tratamentos (Figura
16).

No dia 30, Actinobacteria dominou nos tratamentos com borra de café, calagem, fino de
carvao e controle. A Proteobacteria predominou no tratamento com pergaminho. Em rela¢doao
género, 0 KD4-96 ndo classificado foi o grupo predominante nos tratamentos com borra decafé,
finos de carvao e controle. Gemmatimonadaceae néo classificado foi o grupo predominante no
tratamento de calagem e Burkholderiaceae ndo classificado foi o grupo dominante no
tratamento com pergaminho (Figura 17).

No dia 90, Actinobacteria foi o filo predominante nos tratamentos com borra de café,
fino, pergaminho e controle, enquanto a Proteobacteria predominou no tratamento calagem.
Mais umavez, o0 KD4-96 néo classificado foi o grupo predominante nos tratamentos com borra
de café, fino de carvéo e controle. O Subgrupo 6 (Acidobacteria) ndo classificado foi o grupo

predominante em calagem e pergaminho (Figura 18).
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Figura 16. Abundancia relativa de bactérias. a) Filo e b) Género, por tratamento e no dia 1.
Somente filos com abundancia > 2% foram amostrados.
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Na comunidade fungica, no dia 1° predominou o filo Ascomycota nos tratamentos com
borra de café, calagem, finos de carvao e controle. Em pergaminho os fungos néo classificados
predominaram. Ao nivel do género, os fungos ndo classificados predominaram nos tratamentos
calagem, finos de carvéo, controle e pergaminho, enquanto Entolomataceae ndo classificado
predominou no tratamento borra (Figura 19).

No dia 30°, o filo Ascomycota foi 0 predominante nos tratamentos calagem, finos de
carvao e controle. Os ndo classificados predominaram em borra de café e pergaminho. Ao nivel
de género, fungos nao classificados dominaram os tratamentos borra de café, calagem, controle

e pergaminho, enquanto Aspergillus predominou no tratamento finos de carvdo (Figura 20).
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Figura 18. Abundancia relativa de bactérias. a) Filo e b) Género, por tratamento e no dia 90.
Somente filos com abundancia > 2% foram amostrados.
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No dia 90, Ascomycota foi o grupo predominante no tratamento com fino de carvéo,
enquanto os fungos ndo classificados foram o grupo predominante em todos 0s outros
tratamentos. Os fungos ndo classificados novamente predominaram, ao nivel de género, nos
tratamentos borra de café, calagem, controle e pergaminho. No tratamento fino de carvao,

Aspergillus foi o mais abundante (Figura 21).
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Figura 19. Abundancia relativa de fungos. a) Filo e b) Género, por tratamento e no dia 1. Somente

filos com abundancia > 2% foram amostrados.
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Figura 20. Abundancia relativa de fungos. a) Filo e b) Género, por tratamento e no dia 30. Somente
filos com abundancia > 2% foram amostrados.
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Figura 21. Abundancia relativa de fungos. a) Filo e b) Género, por tratamento e no dia 90.
Somente filos com abundancia > 2% foram amostrados.

® unc. Chaetothyriales

W unc. Ascomycota

W Poaceascoma

B Penicillium
Nigrospora
Minimedusa

m Aspergillus

 Acremonium

3.6 Analise dos componentes principais (CP)

A anélise de componentes principais (CP) foi composta por dezesseis variaveis quimicas
(pH, P, Ca, K, Mg, S, Cu, Zn, Cd) e biologicas (CBM, respirometria, qCO2, fosfatase acida, p-
glicosidade, arilsulfatase, desidrogenase, protease). Verificou-se correlacdo entre os atributos
avaliados e os tratamentos e foram identificadas as variaveis que apresentaram maiores pesos
nos quatro tempos (1, 30, 60 e 90 dias de incubacdo). Entre as componentes principais (CP)
geradas, as duas primeiras descreveram entre 59,49 a 68,99% da variancia total dos dados.

A Tabela 9 mostra os autovalores associados aos CPs, proporc¢éo relativa e acumulada
da matriz de correlacdo nos tempos 1, 30, 60 e 90 dias de incubacdo. A figura 22 mostra o
grafico dos escores da componente principal 1 versus os da componente principal 2, assim como
as correlagBes positivas e negativas entre as variaveis avaliadas nos tempos 1, 30, 60 e 90
associadas aos eixos 1 e 2.

A figura 22 mostra que no tempo 1, as variaveis Mg, Zn, Cd, B-glicosidade
correlacionaram positivamente e, negativamente com arilsulfatase, protease, desidrogenase, K,
Cu, fosfatase acida, pH, qCO., respirometria e Ca. O tratamento calagem foi 0 que mais
influenciou as variaveis fosfatase acida, qCO>, pH, respirometria e P. Neste tempo, as variaveis
mais relevantes no eixo 1 foram pH, respirometria, K ¢ Cu e no eixo 2 arilsulfatase, CBM e -
glicosidade (Tabela 10 e figura 22).

No tempo 30, observou-se um agrupamento dos tratamentos, deixando claro que o fator
o0 tratamento com o solo (o tipo de substrato utilizado) foi importante na dindmica quimica e
biogquimica do solo (Figura 22). As variaveis mais relevantes neste tempo foram pH,

respirometria, K, arilsulfatase, CBM, Cu e desidrogenase (Tabela 10 e figura 22).
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No tempo 60, os tratamentos testemunha, calagem e pergaminho ficaram agrupados. As
variaveis mais relevantes foram Cd, B-glicosidade, Zn, Ca, CBM, arilsulfatase e fosfatase, e as
menos relevantes foram a enzima protease e Mg (Tabela 10 e figura 22).

No tempo 90, todos os tratamentos se agruparam e as variaveis mais relevantes foram
pH, Cu, K, respirometria, Ca e as enzimas fosfatase acida e desidrogenase, enquanto que
protease e Cd, no final do experimento, ndo tiveram muita relevancia na remediacéo e qualidade
do solo (Tabela 10 e figura 22).

Tabela 9. Autovalores associados aos componentes principais (CP) com sua proporcéo relativa

e proporgdo acumulada da matriz de correlagdo, nos tempos 1, 30, 60 e 90 dias de incubagéo do

solo.
CP1 CP2
Tempo 1
Autovalor 6,053 3,466
Proporcéo (%) 37,83 21,66
Acumulado(%b) 37,83 59,49
Tempo 30
Autovalor 7,333 3,598
Proporcéo (%) 45,83 22,48
Acumulado (%0) 45,83 68,31
Tempo 60
Autovalor 7,156 3,883
Proporcéo (%) 44,72 24,27
Acumulado (%) 44,72 68,99
Tempo 90
Autovalor 6,470 3,365
Proporcéo (%) 40,43 21,03
Acumulado (%o) 40,43 61,46
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Tabela 10. Valores das varidveis mais representativas associados aos eixos 1 e 2 (loadings),
nos tempos 1, 30, 60 e 90 dias de incubacdo do solo.

Tempo 1
pH Resp. K Cu Aril.  CBM B-gli.
Eixol 0,387 0,386 0,320 0,352 0,016 -0,015 -0,252
Eixo2 0,0298 -0,010 0,144 0,136 0,477 0,355 0,330
Tempo 30
pH Resp. K Aril.  CBM Cu Des.
Eixol 0,306 0,347 0,324 -0,049 -0,197 0,276 -0,055
Eixo2 0,272 0,115 0,068 0,474 0,353 0,332 0,304
Tempo 60
Cd p-gli. Zn Ca CBM  Aril. Fosf.
Eixol 0,355 0,335 0,311 0,113 0,021 0,165 0,201
Eixo2 -0,034 -0,064 -0,222 0,399 0,386 0,368 0,356
Tempo 90
pH Cu K Resp. Ca Fosf.  Des.
Eixol 0,370 0,364 0,312 0,309 -0,039 -0,058 -0,024
Eixo2 0,085 0,094 -0,253 0,166 0,437 0,405 0,375

Legenda: CBM- Carbono da biomassa microbiana; Aril.-enzima arilsulfatase; Respirometria;
Fosf. - enzima Fosfatase acida; Desd.- enzima desidrogenase; B-Glic.- enzima B-glicosidase.
pH; P-fosforo; Ca: calcio; Cd: cadmio; Cu: cobre; K: potassio; Zn: zinco.

De uma maneira geral, as varidveis quimicas que mais influenciaram nos resultados
foram o pH, K, Ca, Cu e o Zn ¢ as bioldgicas foram as enzimas B-glicosidase, fosfatase acida,
desidrogenase e arilsulfatase e CBM. O CBM teve um peso relevante até os 60 dias de

incubacdo, momento em que apresentou uma queda (figura 1).
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Figura 22. Andlise das correlacdes entre as variaveis estudadas com base no componente
principal 1 versus componente principal 2.

Legenda: CBM- Carbono da biomassa; Aril.-enzima arilsulfatase; Respirometria; Fosf.
Fosfatase 4cida; Prot. — enzima protease; Desd.- enzima desidrogenase; B-Glic.- enzima [-
glicosidase. pH; P-fosforo; Ca: calcio; Mg: magnésio; K: potassio; gCO.: quociente metabdlico;
Zn: zinco. Tratamentos: Testemunha: azul; Calagem: amarelo; Borra: verde; Finos: vermelho;
Pergaminho: preto.

4 DISCUSSAO

Os indicadores microbiologicos foram influenciados pela adicdo dos BCs. A queda nos
valores do CBMS pode representar uma diminui¢do da fracdo viva e mais ativa da matéria
organica do solo no periodo considerado no ensaio (Figura 1, Tabela 3), talvez devido a
mudanca na comunidade microbiana ou presenca dos metais potencialmente toxicos. A mesma

queda ao longo do periodo de incubagdo também foi observada na RB (Figura 2). A presenga
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de metais pesados interfere na atividade microbiana que é sensivel e muito afetada (Tang et al.
2020). A incorporagdo de residuos organicos ao solo estimula o aumento da biomassa
microbiana e da atividade respiratdria, exceto na presenca de metais pesados em niveis toxicos,
ja que podem reduzir a eficiéncia e diversidade metabdlica dos microrganismos, tendo como
consequéncia reducdo da mineralizacdo da matéria organica (Lambais et al. 2005), o0 que pode
estar relacionado a reducdo no CBMS observada no presente estudo. Sabe-se que existe uma
correlacdo positiva entre a matéria organica e a biomassa microbiana, ou seja, alteracdo na
matéria organica pode ter reflexo na biomassa microbiana (Roscoe et al. 2006).

Experimentos de longa duracdo podem apresentar uma reducdo na biomassa
microbiana, atribuida a presenca de metais toxicos. Adicdo de biossolidos com metais
potencialmente toxicos ao solo provoca um breve aumento da biomassa e da atividade
microbiana, provocando com o tempo uma sele¢do dos microrganismos mais tolerantes a esses
metais (Abaye et al. 2005). H4 alteragdo da estrutura das comunidades microbianas nessas
condicBes, com inibicdo da sua atividade aerdbia.

O pergaminho apresentou as maiores taxas de emissdes de C-CO; (Tabela 4), o que
sugere que alguma caracteristica possa ter influenciado, como pH mais elevado, que pode ter
permitido uma maior atividade dos microrganismos (RB do solo). Entretanto, Islan e Weil
(2000) afirmam que alta taxa de RB do solo pode indicar alta produtividade ou um disturbio
ecoldgico no ecossistema. O solo em questdo tem alto teor de metais pesados, principalmente
Zn, e a adicdo deste BC pode ter acentuado a condicdo de estresse microbiano e,
consequentemente, gerado maior respiracao.

A estrutura e composicao da comunidade bacteriana pode ter também influenciado, uma
vez que o tratamento com pergaminho se isolou dos demais ja no primeiro dia de incubacao
(Figura 6). No 30° dia, este tratamento foi 0 Unico que apresentou predominancia do filo
Proteobactéria, composto por bactérias gram-negativas e considerado um dos filos mais
versateis no dominio Bactéria (Figura 17). Além disso, apresentou a maior diversidade alfa da
comunidade fangica aos 90 dias (Figura 21).

Os valores de qCO, foram maiores na presenca do pergaminho em todos os tempos
analisados, o que sugere que ocorreu um aumento do estresse microbiano ou, que as
comunidades microbianas estavam em estdgios iniciais de desenvolvimento, até
aproximadamente os 60 dias de incubacéo, quando houve diminui¢do no CBMS (Figura 1), ou,
que ocorreu maior eficiéncia da comunidade microbiana no uso do solo com adigédo de

pergaminho pelos microrganismos, ja que o quociente metabolico € usado para estimar a
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eficiéncia do uso de substrato pelos microrganismos do solo e é um sensivel indicador de
estresse quando a biomassa microbiana ¢ afetada.

Zhen et al. (2019) mostrou que a atividade enzimatica é facilmente afetada pelas
condigdes fisicas, quimicas e biologicas do solo, atribuindo a diminuicdo das atividades ao
efeito sinérgico da acidificacdo, diminui¢do da matéria organica e aumento de metais pesados
do solo. Entretanto, no presente trabalho a enzima fosfatase acida aumentou a sua atividade,
alcancando um pico de atividade entre 40 a 60 dias de incubagdo nos tratamentos com calagem
e borra de café (Figura 3). A atividade dessa enzima estd bem abaixo do limite inferior
estabelecido por Masto et al. (2008) para solos sem contaminacio, que é de 450 mg PNP kg
h ~!, mostrando que sua atividade foi afetada pela presenca dos metais pesados. Sensibilidade
desta enzima a excesso de metais pesados no solo também foi constatado por Hu et al. (2014).

A atividade da arilsulfatase aumentou com a calagem (Tabela 5), provavelmente pelo
aumento do pH. A adicéo do BC de borrae fino diminuiram a atividade desta enzima (Tabela
5) A atividade da fosfatase acida, desidrogenase e protease, mostrou uma diminui¢do com
tempo de incubagdo, alcangcando um valor minimo aos 40 a 60 dias (Figura 3). A B-Glicosidase
apresentou maior atividade no tratamento testemunha (pH 5,9) e menor no tratamento
pergaminho (pH 7,1) e mais uma vez o pH pode ter influenciado na atividade enzimatica
(Tabela5). Para Turner (2010), a atividade desta enzima € 6tima em solos com pH &cidos, sendo
que o pH do solo € um fator importante na estrutura¢do das comunidades microbianas do solo
(Deng et al. 2018).

A protease apresentou maior atividade nos tratamentos com adicdo de fino de carvéo e
pergaminho e no solo com calagem (Tabela 6). J& a desidrogenase foi a enzima que apresentou
a menor atividade em todos os tratamentos durante todo o periodo de incubacao, sugerindo que
a presenca de metais pesados no solo afetou muito a atividade dessa enzima. Além disso, a
desidrogenase € encontrada apenas em células vivas e ndo se acumula no solo e junto com a [3-
glicosidase esta diretamente ligada ao ciclo do C no solo, ao metabolismo e atividade da
microbiota (Zhang et al. 2011). Interessante que a desidrogenase e a fosfatase acida tiveram um
peso relevante na analise multivariada aos 90 dias de incubacédo. Segundo Mukhopadhyay et al.
(2016), a atividade da desidrogenase € sensivel e boa indicadora para utilizar em estudos de
recuperacgéo de solos.

A resposta da atividade das enzimas foi sintetizada pela MGeo e mostrou que algum
fator limitou o aumento das atividades enzimaticas no decorrer do tempo (Figura 5).

Espera-se que a adi¢do de BC possa mitigar os efeitos negativos do excesso de metais

pesados toxicos em um solo contaminado e que, consequentemente, a atividade microbiana ndo
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seja prejudicada. Entretanto, Tang et al. (2020), avaliando a atividade da desidrogenase,
protease, B-glicosidase, fosfatase acida, entre outras enzimas, para caracterizar as mudancas nas
atividades microbianas provocadas pela adi¢do de BC e residuo de palha de arroz, observaram
que o tratamento com o BC inibiu a atividade de todas as enzimas, exceto a urease, durante 0s
30 dias de incubacao.

A presenca de metais pesados no solo influéncia as fungdes ecoldgicas e as comunidades
microbianas, no entanto, a quantidade e a maneira com que afetam os microrganismos podem
variar (Zhen et al. 2019). Sabe-se que as mudancas de pH do solo podem alterar a composicao
da comunidade microbiana, assim como a presenca de metais pesados, que ao se acumularem
ao longo do tempo podem alterar a comunidade e sua atividade. Essa alteragdo pode interferir
na sua capacidade de tolerar e responder ao excesso de metais seja por biossorcao,
bioprecipitacdo ou quelacdo (Ni et al. 2018).

As bactérias sdo dominantes no solo (10% a 10° bactérias por g solo), o qual é um grande
reservatorio de biodiversidade microbiana (Tian et al. 2020). O filo Actinobacteria,
predominante nos tratamentos deste trabalho, sdo bactérias filamentosas Gram-positivas
formadoras de esporos (Zhao et al. 2018) e representam uma das maiores unidades taxonémicas
no dominio Bacteria (Salam et al. 2020), sendo que 30% das bactérias presentes no solo
pertencem a esse filo (Kumar et al. (2018). Sao bactérias que produzem metabdlitos secundarios
importantes para a biotecnologia e para a agricultura e sdo adaptadas a condigdes extremas
(Soumare et al. 2021). Ha relatos da producéo de siderdforos e solubilizacéo de fosfato mineral
(Boubekri et al. 2022), o que sugere que possam estar relacionadas ao aumento de P no solo,
principalmente no tratamento com finos de carvao.

Os géneros Streptomyces, Frankia, Nocardia e Pseudonocardia ja foram relatadas como
promotores de crescimento e facilitadores do estabelecimento e sobrevivéncia de plantas em
areas de restauracdo (Solans et al. 2022). Actinobatérias ja foram encontradas em areas de
mineragdo (Syiemiong e Jha, 2019) e conseguem sobreviver em condi¢des de estresse, por
exemplo, com elevada salinidade (Gong et al. 2018), contaminagdo por metais pesados e
pesticidas (Sola et al. 2019) e solos de desertos (Nafis et al. 2019).

Em relagdo aos microrganismos eucariontes, como os fungos, sendo organismos
heterotroficos, dependem das substancias organicas presentes no solo, sendo 6timos
decompositores, principalmente de lignina e celulose, importante para a reducédo de biomassa
em um ecossistema terrestre. O filo Ascomycota, encontrado em todos os tratamentos, possui
0 maior numero de espécies de fungos, devido a variabilidade estrutural e numérica que

apresenta, e ainda ndo existe uma delimitacdo mais precisa de suas categorias taxonémicas
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superiores (Oliveira 2010). Trata-se de fungos produtores de enzimas que degradam materiais
lignocelul6sicos e polissacarideos (Duran 2004).

A analise multivariada torna-se necessaria quando se estuda um ambiente tdo complexo
como o solo, com inUmeras varidveis que se correlacionam, sendo que quanto maior o vetor,
maior a influéncia na analise e, vice-versa, menores vetores possuem menor relevancia (Souza
et al. 2018).

Esta analise mostrou a dindmica entre as varidveis e 0s tratamentos ao longo do tempo
(90 dias), sugerindo que tanto o tratamento de solo aplicado (substrato) quanto o tempo foram
fatores importantes na recuperacao do solo multicontaminado. Aos 60 dias de incubacéo, houve
uma mudanca na dindmica das variaveis, sendo que o Cd e 0 Zn apareceram com um peso mais
relevante, ao mesmo tempo em que o CBM teve seu menor pico (Figura 1) e a RB apresentou
menor peso na analise, 0 que sugere que o aumento desses metais refletiu na atividade
microbiana. O pH, qCO2, RB e Cu correlacionaram-se negativamente com o Cd, Zn e B-
glicosidase.

Ao final da incubacéo, 90 dias, observou-se que o Cd diminuiu sua importancia e
correlacionou-se negativamente com a RB do solo, ao mesmo tempo em que a desidrogenase e
a fosfatase acida tambeém se apresentaram como atributos importantes na remediacéo do solo.
A desidrogenase foi a enzima que mais se correlacionou negativamente com 0s metais pesados.
Essa sensibilidade aos metais torna essa enzima eficiente como indicadora da qualidade do solo.
A protease foi a variavel que apresentou 0 menor peso nos quatro tempos analisados,
sugerindo que ndo foi um indicador microbiano adequado. Outras, como o pH, K, Zn, Ca, CBM,
enzimas arilsulfatase, desidrogenase e fosfatase acida foram relevantes como indicadores
relacionados a qualidade do solo. As varidveis quimicas K e pH correlacionaram-se
positivamente com o tratamento pergaminho e negativamente com o Zn, relacionando-se aos
resultados obtidos na analise de fertilidade (Tabela 8). O aumento de K pode estar relacionado
a sua alta concentracdo no proprio BC pergaminho, que pode ser uma fonte consideravel deste
elemento para o solo. O fato de o tratamento com o BC borra de café ter apresentado correlacéo
positiva com Ca pode estar também relacionado ao proprio BC.

O aumento do pH no tratamento com os BCs pode ter refletido na alteracdo das
concentragdes de alguns elementos, como no caso do Zn, que apresentou 0S menores teores na
presenca do BC pergaminho de café, o que também pode estar relacionado ao efeito da adsor¢éo
do elemento pelo BC.

Os indicadores quimicos (fertilidade) e microbioldgicos do solo sdo importantes

componentes do indice de qualidade do solo (Obade e Lal, 2016), que constitui ferramenta
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interessante na avaliacdo dos efeitos oriundos de varios fatores abioticos que alteram o solo
(Araujo et. al 2012), a exemplo da adicdo de BCs. Maior valor de indice de qualidade foi
observado com a adi¢do de biocarvdo de borra de café, empregando o CBM e as atividades da
desidrogenase e protease como indicadores microbioldgicos, apds 90 dias de incubagéo do solo

multicontaminado (Carnier 2022).

5 CONCLUSOES

A adicdo de BC no solo multicontaminado com metais pesados interferiu nos atributos
microbioldgicos do solo e na diversidade das comunidades bacterianas e flngicas, que se
mostraram sensiveis aos seus efeitos, sendo, portanto, adequados como indicadores
microbioldgicos da qualidade do solo contaminado.

Os BCs de residuos de café mostraram uso promissor na remediacéo do alto teor de Zn
no solo e na melhoria da fertilidade, aumentando os teores de P, K, Ca e Cu, além do pH do
solo.
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CAPITULO 2

Selecdo e caracterizacdo de bactérias promotoras de crescimento de planta em solo

multicontaminado com metais pesados

RESUMO

O inadequado uso de fertilizantes e pesticidas na agricultura, a atividade industrial e de
mineracdo sado responsaveis pela crescente degradacdo ambiental, sendo os principais
responsaveis pela contaminacdo do solo por metais pesados. O papel de bactérias benéficas na
mitigacdo de fatores bidticos e abidticos ja é conhecido e a inoculacdo de bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCP) tem se mostrado eficiente como um fator de protecdo da
planta e tolerancia ao estresse. O feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) € uma espécie
considerada tolerante ao excesso de metais pesados, sendo muito utilizado na fitorremediagao.
O objetivo deste capitulo foi isolar e caracterizar bactérias rizosféricas e endofificas de raizes
de feijdo-de-porco cultivado em solo multicontaminado com metais pesados e selecionar
isolados promotores de crescimento de planta. Isolaram-se 102 colonias de bactérias, sendo
77% rizobactérias e 23% de endofiticas. Do total, 24% solubilizou fosfato, 36% produziu
sider6foros e 21% apresentou ambas as funcionalidades. Tais caracteristicas podem ter
contribuido para a promogéo de crescimento das plantas, pois 25% promoveu maior producédo
de massa de parte aérea e de raiz, sendo que o isolado IAC-E23 aumentou em 100% a producao
de massa de parte aérea e o isolado IAC-CAR18 causou um incremento de 295% na biomassa
radicular. Seis isolados destacaram-se com potencial para serem utilizados na remediagéo de
solo multicontaminado por metais pesados, como promotores de crescimento de planta,
caracterizando uma pratica de manejo mais sustentavel.

Palavras-chaves: Canavalia ensiformis, bactérias endofiticas, producdo de sideroforo,

rizobacterias solubilizacdo de fosfato.

Selection and characterization of plant growth promoting bacteria in soil

multicontaminated with heavy metals

ABSTRACT

The inappropriate use of fertilizers and pesticides in agriculture, industrial activity and mining
are responsible for increasing environmental degradation, being the main responsible for soil
contamination by heavy metals. The beneficial role of rhizospheric and endophytic plant
bacteria in mitigating biotic and abiotic factors is already known and the inoculation of plant
growth- promoting bacteria (BPCP) has been shown to be efficient as plant protection factor
and stress tolerance. The jack bean (Canavalia ensiformis) is a species considered tolerant to
heavy metals excess, being widely used in phytoremediation. The objective of this chapter was
to isolate and characterize rhizospheric and endophytic bacteria from jack bean roots grown in
soil multicontaminated with heavy metals and to select isolates that promote plant growth. Out
of 102 isolated bacterial colonies there were 77% rhizobacteria and 23% endophytes. Of the
total, 24% solubilized phosphate, 36% produced siderophores and 21% showed both
functionalities. Such characteristics may have contributed to plant- growth promotion, as 25%
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promoted greater shoot and root mass, with the isolate IAC-E23 increasing shoot mass by
100%, and the isolate IAC -CAR18 caused an increment of 295% in root biomass. Six isolates
stood out with potential to be used in the remediation of soil multicontaminated by heavy metals
as plant- growth promoters, featuring a more sustainable management practice.

Keywords: Canavalia ensiformis, endophytic bacteria, phosphate solubilization, rhizobacteria,
siderophores production.

1 INTRODUCAO

O intenso e inadequado uso de fertilizantes e pesticidas na agricultura, a atividade
industrial e de mineracdo sdo responsaveis pela crescente degradacdo ambiental, e tém sido
apontados como 0s principais responsaveis pela contaminacdo por metais pesados no solo,
cursos de agua e lencol freatico. Essa poluicdo estd aumentando rapidamente e esses metais tém
causado muitos problemas devido a sua toxicidade e acimulo ao longo da cadeia alimentar
(Etesami 2018).

O solo é um recurso natural fundamental, altamente complexo e essencial para a
manutencdo dos ciclos biogeoquimicos da biosfera (Pereira et al. 2015). A busca por
tecnologias que aumentem a qualidade do solo é cada vez mais necessaria, assim como a
compreensdo da importancia da sua preservacao (Biinemann et al. 2018).

Nesse sentido, o emprego de biotecnologias que utilizam bactérias benéficas para
promover crescimento de plantas esta aumentando na agricultura (Paula et al. 2021). O uso de
inoculantes biologicos para melhorar a sustentabilidade da producdo agricola vem se
popularizando em varias partes do mundo (Paul 2014), principalmente no Brasil.

O papel das bactérias benéficas, rizosféricas e endofiticas, na mitigacdo de fatores
bioticos e abioticos ja é conhecido, mas ainda nao totalmente elucidado (Labanca et al. 2020).
SituacOes de estresse na agricultura e no ambiente, como patdgenos, calor, frio, metais pesados,
aluminio, desbalanco nutricional e défiti hidrico sdo comuns e a inoculacdo de BPCP tem se
mostrado eficiente como um fator de protecédo da planta e tolerancia ao estresse.

Rizobactérias sdo bactérias que vivem e colonizam a rizosfera e por influenciarem
beneficamente o crescimento de plantas sdo chamadas de rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas (RPCPs) e constituem um grupo amplo de microrganismos (Freitas
2007). Essas bactérias sdo encontradas em vida livre no solo e beneficiam as plantas pela
colonizacédo do sistema radicular (Haldar e Sengupta, 2015). Podem ser isoladas de diferentes
locais do solo, porém é na rizosfera que se encontra uma grande diversidade de bactérias com

enorme potencial de atividade de promocéo de crescimento (Bashan e Holguim, 1998). Entre
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essas atividades encontram-se a solubilizacdo de fosfatos, sintese de proteinas, vitaminas,
aminoéacidos, sideréforos e fitorménios como giberilinas, auxinas e citocininas (horménios
envolvidos na regulacdo do crescimento dos vegetais). Essas bactérias causam melhorias na
qualidade do solo, aumento na produtividade e diminuicdo no uso de insumos sintéticos e
promocdo do crescimento de plantas, pois mineralizam eficientemente a matéria organica do
solo e possuem capacidade de solubilizar fosfatos e produzir sider6foros, disponibilizando
nutrientes as plantas (Paula et al. 2021).

Muitos microrganismos possuem a capacidade de solubilizar fosfatos, que é a liberacéo
de metabolitos que converte o fosfato em formas mais soltveis na solugdo do solo. Esses
metabdlitos geralmente sdo acidos organicos (Karpagam e Nagalakshmi, 2014), como o latico,
glicélico, malico, citrico, tartarico, oxalico e succinico, favorecendo a absorcdo de P pelas
plantas (Alori et al. 2017). Dentre os microrganismos do solo, as bactérias apresentam maior
capacidade de solubilizar fosfato (Nacoon et al. 2020).

A producdo de sideroforos pelas bactérias também € importante para auxiliar no
crescimento e desenvolvimento das plantas. Siderdforos sdo compostos organicos de baixo peso
molecular com alta afinidade e especificidade com ferro e promovem o crescimento das plantas
via absorcdo de Fe e consequente aumento de sua produtividade (Patel et al. 2018).

Pesquisas recentes tém mostrado os beneficios entre a combinacdo de plantas com
bactérias produtoras de sider6foros (BPSs) na remocao de metais de solos contaminados, uma
vez que as BPSs aliviam a toxicidade do metal e fornecem, além do ferro, outros metais as
plantas (Rajkumar et al. 2010). Sabe-se que os siderdforos bacterianos sdo capazes de se ligar
a outros metais, além do ferro (Roskova et al. 2022), tornando-os importantes para a
desintoxicacao e biorremediacdo de metais (Khan et al. 2020). Pesquisas estdo sendo realizadas
para avaliar a utilizacdo de siderdforos, quanto as propriedades alternativas, aléem da quelacéo
de ferro (Singh et al. 2020).

Além da promocéo de crescimento, as rizobactérias também sdo capazes de remediar
solos com poluentes organicos e metais através da mobilizacéo, fitoextracdo e fitorremediagao
de metais pesados do solo (Rajkumar et al. 2012). Os mecanismos utilizados pelas bactérias
para remediar solos sdo: solubilizacdo de minerais metalicos, acidificacdo do ambiente da
rizosfera, aumento da area de superficie da raiz para absorcdo de metais pesados e aumento da
liberagdo de exsudatos radiculares, sendo que as rizobactérias melhoram eficientemente a
mobilizacdo de metais pesados (Etesami 2018).

Bactérias endofiticas sdo bactérias que vivem no interior das plantas colonizando-as sem

alterar sua morfologia e fisiologia. Os endofiticos colonizam de forma assintomatica plantas
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especificas e podem regular uma série de respostas fisiologicas do hospedeiro. Esses
microrganismos exibem relagdes mutualisticas com seus hospedeiros, de modo que as plantas
fornecem os nutrientes necessarios para o crescimento e a sobrevivéncia deles, e, por sua vez,
fornecem nutrientes ou modulam os processos do hospedeiro pela producdo de metabdlitos
especificos (Pei et al. 2023). Aumentam a resisténcia das plantas ao estresse bidtico e abiotico,
ja que aumentam as respostas de defesa da planta (Giauque et al. 2019; Amatuzzia et al. 2018).
Além disso, sendo bactérias tolerantes a metais pesados, podem promover o crescimento de
plantas em solos contaminados por metais e reduzir a biodisponibilidade de metais toxicos e
sua absorcéo pelas plantas e, resultar na producéo de alimentos seguros (Etesami 2018).

O emprego de BPCPs tem sido visto como ferramenta importante para desenvolvimento
da planta, mitigando os efeitos adversos da condigdo de estresse a que a planta esta sujeita. A
presenca da bactéria benéfica deixa a planta no chamado “estado de priming”, tornando-a capaz
de suportar a adversidade e manter o crescimento de forma adequada. Tais bactérias sdo capazes
de auxiliar e “proteger” a planta contra estresse bidtico e abi6tico, por varios mecanismos (Rho
et al. 2018). Nos mecanismos diretos enquadram-se a producdo de sideroforos, fitorménios,
ACC-deaminase, fixacdo de nitrogénio atmosférico e solubilizacao de fosfatos. Ja nos indiretos,
estd a capacidade de ativar mecanismos de defesa da planta, modulando a atividade de genes
relacionados a defesa e ao reparo (Mauch-mani et al. 2017; Chen et al. 2017; Liu et al. 2017).
No caso de estresse causado por excesso de metais potencialmente toxicos, pesados ou ndo,
também pode haver estimulo do crescimento e interferéncia na absorcéo e distribuicdo de
nutrientes ou de outros elementos (Ma et al. 2016).

O feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), pertencente a familia Fabaceae, é uma
espécie muito cultivada para adubacdo verde e suas raizes apresentam associa¢do simbiética
com bactérias fixadoras de nitrogénio (Cavalcanti 2011). Além disso, € uma espécie muito
estudada como tolerante a metais pesados.

Neste sentido, considerando a importdncia dos microrganismos rizosféricos e
endofiticos na mitigacdo de estresse e a tolerancia da C. ensiformis a metais pesados
potencialmente toxicos no solo, objetivou-se realizar o isolamento de bactérias rizosféricas e
endofificas de raizes da C. ensiformis cultivadas em solo contaminado com metais pesados,
visando o isolamento de dois possiveis géneros: Bacillus e Pseudomonas do grupo fluorescente,
e, posteriormente, selecdo das bactérias como promotoras de crescimento de planta nesta

condicdo de estresse causado por teores excessivos de metais pesados.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 Isolamento de rizobactérias e bactérias endofiticas

2.1.1 Isolamento de rizobactérias

Raiz e solo rizosférico de plantas de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis), cultivadas
em solo multicontaminado com metais pesados, foram amostradas para obtencdo de isolados
de rizobactérias e bactérias endofiticas. O solo empregado foi coletado em area de rejeito de
siderurgiaem Trés Marias, Minas Gerais, e apresentou a seguinte analise de fertilidade e metais
pesados: pH —5,9; Corg — 11 g dm; P — 76 mg dm; K — 3,9; Ca — 44; Mg — 16; H+AlI — 20;
Al — 0,0 mmol dm?3; CTC — 83,9 mmol dm; V% — 76; Cu — 46; Fe — 0,04; Mn — 22,1; Zn —
1680; Pb — 4,3; Cd -11,2; Ni — 0,1 mg dm,

Empregaram-se dois métodos, visando o isolamento de dois possiveis géneros de
rizobactérias: Bacillus e Pseudomonas do grupo fluorescente. As raizes foram separadas do
caule, retirado o solo ndo rizosférico e mergulhadas em frascos de Erlenmeyer com solugédo de
MgS04.7H,0 (0,01 mol L), seguido de agitagio por 10 min, para desprendimento do solo
rizosférico na solucéo.

Para o isolamento de possiveis bactérias do género Pseudomonas, retirou-se 1 mL da
suspensdo do solo e realizou-se diluicdo em série até 107, plaqueando-se 0,1 mL de cada
diluicdo em placas de Petri contendo meio B de King (King et al. 1954). As placas foram
mantidas a 30°C por 24 h para o crescimento das colbnias. A escolha das col6nias foi feita
aleatoriamente, até a purificacdo pelo método de esgotamento por estrias. As col6nias ja puras
foram mantidas em meio de cultura B de king com éleo mineral a baixa temperatura, para
preservacao.

Para isolamento de possiveis bactérias do género Bacillus, os frascos de Erlennmeyer,
contendo a suspensdo do solo, foram colocados em banho-maria a 80 °C por 20 min, para
formagdo de esporos de resisténcia pelos possiveis isolados de Bacillus. Realizaram-se 0s
mesmos procedimentos descritos para Pseudomonas, porém em meio de batata-dextrose-agar
(BDA). Os isolados foram escolhidos aleatoriamente, pelo menos dois isolados por placa, o0s
quais apresentavam pequenas diferencas morfoldgicas na coldnia, como cor, gomosidade,

tamanho, entre outros.

2.1.2 Isolamento de bactérias endofiticas
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Para isolamento foram utilizados 10 g de raizes. Primeiramente, foi feita a desinfeccéo
superficial dos tecidos vegetais. As raizes foram lavadas em agua corrente e desinfetadas por
meio de imers@es sucessivas em etanol 70% por um min, solucdo de hipoclorito de sodio 2%
por cinco minutos, etanol 70% por 30 s e dois enxagues em agua destilada esterilizada.
Aliquotas da 4gua utilizada no enxague foram semeadas sobre meio TSA (triptona 15 g, peptona
5 g, e NaCl 5 g) 5% para avaliar a eficiéncia da desinfeccdo superficial. Posteriormente, as
raizes foram trituradas com solugéo de MgS04.7H20 (0,01 mol L) por 2 min. Em seguida,
foram feitas diluicOes seriadas das amostras até 10, Transferiu-se 0,1 mL de cada diluicéo para
meio de cultivo Dyg’s semi-sélido. Apds 10 dias, as peliculas foram transferidas para placas de
Petri com 0 mesmo meio de cultivo, até a obtencdo de colbnias puras. Estas foram mantidas em

meio de cultura BDA com 6leo mineral a baixa temperatura, para preservagao.

2.2 Caracterizacao dos isolados bacterianos

Devido a multifuncionalidade dessas bactérias, dois mecanismos foram analisados para
caracteriza-las quanto a solubilizacao de fosfato in vitro e producéo de sider6foros, empregando

culturas puras.

2.2.1 Solubilizacéo de fosfato in vitro

A andlise qualitativa da solubilizacdo de fosfato in vitro foi realizada em meio contendo
1% de glicose; 0,2% de asparagina; 0,05% de MgS0O..7 H20; 0,01% de NaCl; 0,01% de KClI,
0,05% de extrato de levedura e 2% de agar; com pH previamente ajustado para 7,0. O meio foi
colocado em banho-maria a 50°C e duas soluc@es foram adicionadas: 50 mL de KoHPO4 10%
e 100 mL de CaCl a 10%, previamente esterilizadas com filtro bacterioldgico (millipore 0,01-
10 um). A capacidade dos isolados bacterianos de solubilizar fosfato foi confirmada pela

presenca de um halo transparente ao redor da colénia (katznelson e Bose, 1959).

2.2.2 Producéo de sideroforos

Foi utilizado um método adaptado de Schwyn e Neilands (1987) in Cattelan (1999). As
bactérias foram cultivas em meio de cultivo TSA diluido 10 vezes por 24 h, a 28+2°C.
Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 5.000 g x 15 min. Uma aliquota de 1 mL do

sobrenadante foi transferida para tubo de ensaio e adicionado 1 mL da solucdo indicadora de
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cromo azurol S (CAS). Os isolados que converteram a cor azul do CAS para amarelo, dentro
de 15 min, foram considerados positivos para a producdo de sideroforos. Foi utilizado um

controle positivo (Pseudomonas sp.) e um controle negativo (Bacillus sp.).

2.3 Selecdo de bactérias promotoras de crescimento de planta em solo multicontaminado
com metais pesados

Os isolados bacterianos obtidos no isolamento foram avaliados quanto a eficiéncia na
promocédo de crescimento de plantas de feijdo-de-porco em solo multicontaminado por metais
pesados.

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, em delineamento experimental
inteiramente ao acaso, com quatro repeticoes.

Todas as bactérias isoladas foram avaliadas quanto a promocdo de crescimento em
plantas de feijdo-de-porco, cultivada em solo multicontaminado com os metais pesados. O
controle ndo recebeu inoculante bacteriano. As sementes foram desinfestadas com alcool 70%
e hipoclorito 3% por 15 min e enxaguadas com agua destilada esterilizada. O inéculo dos
isolados bacterianos foi preparado de acordo com Cipriano et al. (2021) e inoculado no solo aos
5 dias de idade das plantas, aplicando-se 10 mL de suspensdo bacteriana com 108 UFC/mL.
Apos 10 dias foi realizada uma segunda inoculacao.

Apbs 30 dias, as plantas foram colhidas e sua massa avaliada. A parte aérea e a raiz foram
lavadas com agua destilada, seca em estufa de circulacdo de ar a 60 °C, pesada para obtencédo da
massa da matéria seca. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de Scott
Knott a 5%, utilizando-se o programa SISVAR (Ferreira 2007).

3 RESULTADOS
3.1 Isolamento

Foram obtidos 102 isolados de bactérias. O maior nimero foi isolado a partir da rizosfera
das plantas (77%). Destes, 57% foram isolados empregando método especifico para Bacillus e
33% pelo método de isolamento para Pseudomonas. Do total, ainda foi isolado 23% de

endofiticos. Alguns isolados ndo se mantiveram vidveis em meio de cultura e foram

descartados.
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3.2 Caracterizacdo dos mecanismos de atuacdo das bactérias isoladas

Os isolados obtidos foram caracterizados quanto a capacidade de solubilizar fosfato de
calcio e produzir sideroforos (Figura 1A). A capacidade de solubilizar fosfato, observada pela
formacéo de halo claro ao redor da colbnia, foi observada em 24% dos isolados testados. De
todos os isolados testados quanto a capacidade de produzir sideroforos, 36% foram positivos.
Algumas bactérias foram positivas para ambos os mecanismos de atuacéo, correspondendo a
21% (Figura 1B).

Caracterizacdo das bactérias

Solubilizou Produziu
fosfato 21% sidersforos

Figura 1. Caracterizacdo das bactérias quanto a solubilizacdo de fosfatos e producdo de
sider6foros. A- Legenda: 1. Porcentagem das bactérias que produziram siderdforos. 2.
Porcentagem de bactérias que solubilizaram fosfato de calcio em meio de cultura. 3.
Porcentagem das bactérias que foram negativas para ambos 0s mecanismos de atuacdo. B.
Porcentagem das bactérias que apresentaram os dois mecanismos de atuacao.

3.3 Selecéo de bactérias para promocao de crescimento de feijao-de-porco (Canavalia
ensiformis)
Os resultados do crescimento das plantas avaliados pela massa da matéria seca da parte

aerea e da raiz estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR) de feijdo-de- porco

(Canavalia ensiformis), crescido em solo multicontaminado por metais pesados, com inoculagdo de

isolados bacterianos.

Tratamentos MSPA MSR Tratamentos MSPA MSR Tratamentos MSPA MSR
(isolados) C)) 9 (isolados) C)] 9) (isolados) C)] (9)
Controle 453b 0,74d I1AC-CAR18 7,37a 2,92a I1AC-R52 494b  0,89d
IAC-R1 7,09a 0,81d IAC-CAE19 6,06a 0,92d IAC-R53 4,44h  1,30c
IAC-R2 7,85a 0,79d IAC-CAE21 425b 0,86d IAC-R54 597b  0,94d
IAC-R5 6,89a 1,01d IAC-CAE22 5,15b 0,95d IAC-R56 4,85b 1,16d
IAC-R6 7,10a 0,78d IAC-CAE24 469 0,83d [IAC-R57 2,62c  0,46d
IAC-R7 7,19a 0,98d [IAC-CAE25 6,41a 0,96d I1AC-R60 8,54a 1,25c
IAC-R9 6,62c 0,8ld IAC-CAE26 3,92c 0,79d IAC-R61 7,07a 1,36¢C
IAC-R18 7,53a 0,98d IAC-CAE27 6,58a 0,11d IAC-R62 6,94a 1,29
IAC-R16 7,24a 0,83d IAC-CAE28 7,29a 0,11d IAC-R65 5,93a  0,92d
IAC-R19 8,16a 1,00d IAC-CAE29 5,09 0,91d IAC-R66 6,85a 1,45c
IAC-R20 8,21a 0,80d IAC-CAE30 2,59c 0,64d IAC-R67 551b  0,73d
IAC-B21 6,76c  0,71d [IAC-CAE32 352c 0,89d IAC-R71 8,00a 1,29c
IAC-B23 8,74a 166c IAC-R33 569 0,86d IAC-R72 6,97a 0,88d
IAC-B26 8,58a 1,43c IAC-R34 2,67c  0,67d 1AC-R82 7,17a  1,08d
IAC-B22 7,26a 147¢c 1AC-R35 3,17c  0,84d 1AC-R83 7,66a 0,89d
IAC-B28 7,85a 0,87d [1AC-R36 292c 057d 1AC-R84 6,91a 1,22c
IAC-B29 6,90a 0,91d IAC-R37 3,35¢  1,09d IAC-R86 4,66b 0,71d
IAC-CARS3 6,15a 0,82d [1AC-R39 7,33a 0,89d IAC-R87 7,63a 1,24c
IAC-CAR4 6,13a 1,18¢c I1AC-R40 554b 1,10d 1AC-R88 7,74a  1,09d
IAC-CARS5 592a 1,25¢ IAC-R42 4,02c 0,93d IAC-E77 6,58a 1,25c
IAC-CARS 6,35a 1,92b 1AC-R43 510b 1,60c IAC-E89 6,85a 1,03d
IAC-CAR10 5,87a 0,79d [1AC-R44 4,10c 1,14d 1AC-E92 7,75a 1,33c
IAC-CAR11 5,93a 0,97d [1AC-R45 6,39b 1,09d 1AC-E98 7,32a 1,43c
IAC-CAR12 4,84b 0,98d IAC-R46 428b 1,31c I1AC-E100 7,40a 1,32c
IAC-CAR13 3,73b 0,92d [1AC-R47 5,73b  0,90d
IAC-CAR14 553a 1,24c |1AC-R49 7,52a 1,94b
IAC-CAR15 441b 0,86d [IAC-R50 528b 0,92d
IAC-CAR16 5,45b 0,93d IAC-R51 4,13c  0,96d

*medias seguidas pelas mesmas letras minusculas ndo diferem pelo teste Scott Knott a 5%. Legenda:
a letra E na nomenclatura indica endofitico e a letra R indica rizosférico.

Em relacdo a MSPA, 57% dos isolados bacterianos causaram aumento na biomassa de

parte aérea das plantas e diferiram significativamente do controle (sem inoculacdo de bactéria),

sendo que o isolado IAC-E23 aumentou em 101% a producdo de massa de parte aérea (Tabela

1, Figura 2). No total, 28% dos isolados promoveram maior MSR, com destaque do isolado
IAC-CAR18 que causou um incremento de 295% (Tabela 1, Figura 3). Do total de isolados,

25% promoveu maior producao de massa de parte aérea e de raiz.
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Figura 2. Porcentagem dos isolados bacterianos quanto a producdo de massa da matéria seca
da parte aérea do feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis). O tratamento controle apresentou
média de 4,53g, coluna B. Os resultados seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste Scott Knott a 5%. (n=79 tratamentos). Legenda: A: producéo
acima do controle. B: similar ao controle. C: producao de biomassa abaixo do controle.
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Figura 3. Porcentagem dos isolados bacterianos quanto a producdo de massa da matéria seca
da raiz do feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis). O tratamento controle apresentou média de
0,74g, coluna D. Os resultados seguidos pelas mesmas letras ndo diferem significativamente
pelo teste Scott Knott a 5%. (n=79 tratamentos). Legenda: A, B e C: producdo acima do
controle. D: similar ao controle.
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Os isolados bacterianos que promoveram maior crescimento da C. ensiformis e que
diferiram estatisticamente do tratamento controle foram selecionados para um segundo
experimento, também de promocao de crescimento e fitorremediacgao de solo contaminado com
metais pesados. Sdo eles: IAC-E23, IAC-CARS, IAC-CAR18, IAC-R49, IAC-R60 e IAC-E92.

4 DISCUSSAO

Constatou-se que varios isolados bacterianos promoveram crescimento do feijdo de
porco, com destaque para o isolado IAC-E23 que causou um incremento de 100% na MSPA e
do isolado IAC-CAR18, que incrementou em 295% a massa radicular (Tabela 1). O efeito
positivo da interacdo planta — bactéria benéfica dependente do genétipo do hospedeiro, do
isolado bacteriano, da comunidade microbiana associada a planta e das condi¢fes ambientais
(Schlemper et al. 2017).

Estudos com o uso de C. ensiformis em solo contaminado seja com metais pesados, com
pesticidas ou outros tipos de poluentes tém sido relatados, inclusive com inoculacéo de bactérias
benéficas. Santana et al. (2020) avaliaram a eficiéncia do feijao-de-porco tratado com bactérias
diazotréficas do género Rhizobium, na revegetagdo de uma area de rejeito de minério de ferro,
e obtiveram aumento na produgdo de biomassa das plantas influenciada pela inoculacdo do
rizobio. Os autores recomendam o uso do feijdo-de-porco em areas de rejeito de minério, devido
a sua rusticidade e capacidade de aumentar a massa vegetal, sendo eficiente na revegetacéo de
areas degradadas. Afirmam que em tais areas a interacdo entre plantas e bactérias benéficas
representa uma estratégia promissora devido a capacidade da bactéria em estimular o
desenvolvimento vegetal. No presente trabalho, essa interacdo também foi promissora, uma vez
que com a inoculacdo das bactérias houve um incremento na biomassa, tanto de parte aérea
quanto de raiz, em relacdo ao controle, sem inoculacdo de bactérias (Tabela 1).

Em éareas degradadas e de rejeitos com excesso de metais € recomendado o uso de
plantas que toleram as restricdes desses ambientes, seja quimica, fisica ou bioldgica e que
contribuam com incrementos de matéria organica e ciclagem de nutrientes (Aradjo et al. 2005).
Para Silva e Corréa (2008), o feijao-de-porco € uma planta rustica que possui capacidade
adaptativa e reprodutiva nessas condigoes.

O fosforo é abundante na maioria dos solos, porém na sua forma pouco soltvel, e € um
macronutriente essencial para a maioria das plantas (Kumar e Ram, 2014). No entanto a sua
utilizacdo ndo depende da quantidade em que esté presente no solo, e sim da sua disponibilidade

(Penn e Camberato, 2019). As bactérias que solubilizaram fosfato inorganico insolavel (24%
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do total) apresentaram habilidade em solubilizar complexos de P-Ca in vitro, provavelmente
pela reducdo do pH do meio (Gyaneshwar et al. 2002; Chagas Junior et al. 2010), ou pela
producdo de &cidos organicos, como latico, glicolico, malico, citrico, tartarico, oxalico e
succinico (Alori et al. 2017), que solubilizam fosfatos inorganicos (Barroso e Nahas, 2008),
através dos grupos hidroxil e carboxil que quelam o cation ligado ao fosfato, convertendo-o em
formas sollveis (Karpagam e Nagalakshmi, 2014). Tais formas sollveis de fosfatos sdo
prontamente disponibilizadas para as plantas (Rodriguez e Fraga, 1999), favorecendo o
crescimento de plantas leguminosas e ndo-leguminosas (Vessey 2003). Esse € um dos
mecanismos pelos quais as bactérias benéficas auxiliam no desenvolvimento da planta (Ahemad
e Kibret, 2014).

De acordo com Nosheen et al. (2021), outros modos de acdo dos microrganismos, como
incremento na disponibilidade de Fe, também contribuem para o desenvolvimento das plantas.
Bactérias e fungos presentes na rizosfera estdo envolvidos na produgdo de sideroforos, tais
como, pioverdina, hidroxamato, ferrioxaminas, que aumentam em trés vezes a eficiéncia de
transporte de Fe para o crescimento das plantas, principalmente da raiz (Garg et al. 2021). Além
da capacidade de solubilizar fosfatos, 21% das bactérias também foram capazes de produzir
sideroforos, apresentando essas duas habilidades que auxiliam na promocéo de crescimento.

Os isolados bacterianos que promoveram maior producao de matéria seca foram capazes
de solubilizar fosfato e de produzir sideréforos, mesmo em um solo contaminado com metais
pesados e com excesso de zinco.

Os siderdforos bacterianos se ligam a varios metais, formando um complexo sideréforo-
metal, que € incapaz de entrar na célula bacteriana, reduzindo assim as concentragdes de metais
toxicos livres no ambiente (Hesse et al. 2018).

Entre os nutrientes presentes no solo, o ferro tem um efeito mais significativo na
producdo de siderdforos, principalmente na sua deficiéncia (Sasirekha e Srividya, 2016). No
entanto, outros metais também podem formar complexos com siderdforos, o que representa uma
vantagem no desenvolvimento de processos para recuperacdo de areas contaminadas,
facilitando a biorremediacdo (Roskova et al. 2022). A absorcdo de metais facilitada por
sideroforos aumenta a capacidade de fitorremediacdo. Além disso, a afinidade dos siderdforos
por metais, como por exemplo Cd, Cu, Mn, Zn, Co, Ga, Al, torna esses compostos uma
ferramenta para detectar a presenca de metais em amostras bioldgicas e ambientais (Singh et al.
2020).
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Dessa forma, estudos com essas bactérias sdo importantes na remediacdo de solos
contaminados, devido aos efeitos na promogdo de crescimento das plantas, absor¢do de

nutrientes e na absor¢do e concentracdo de metais pesados toxicos.

5 CONCLUSAO

Dos isolados bacterianos obtidos das raizes de C. ensiformis, 21% foi capaz de
solubilizar fosfato e produzir sider6foros e a maioria promoveu crescimento das plantas,
mostrando potencial para utilizacdo na remediacdo de solo multicontaminado por metais

pesados.
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CAPITULO 3

Biocarvao e residuo in natura de pergaminho de café e bactérias promotoras do

crescimento de plantas na fitorremediacao de solo multicontaminado com metais pesados

RESUMO

A fitorremediacdo é uma técnica que utiliza plantas para recuperar solos degradados e
Canavalia ensiformis apresenta caracteristicas favordveis para esta pratica. A aplicacdo
conjunta de residuos organicos e bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) pode
ser adequada para remediacéo de solos contaminados com metais pesados. O objetivo foi avaliar
o efeito da adicdo de pergaminho de café, como biocarvao (BC) ou residuo in natura e BPCPs
no desenvolvimento do feijdo-de-porco, visando a remedia¢do de um solo multicontaminado
por metais pesados, principalmente Zn. O experimento em esquema fatorial3 X 7 constou de 3
tratamentos de solo multicontaminado com MPs (somente solo), solo mais 5% BC de
pergaminho de café e solo mais 5% residuo in natura de pergaminho X 7 tratamentosde
inoculagdo (6 isolados bacterianos e um controle - sem inoculagdo de bactéria). Os isolados
bacterianos estimularam respostas relacionadas a adaptacdo da planta ao estresse que variaram
com o isolado e o tratamento do solo. Em solo e solo com BC, todos os isolados - IAC-CAR8
(Bacillus thuringiensis), IAC-CAR18 (Priestia megaterium), IAC-E23 (B. cereus), IAC-R49
(Arthrobacter sp.), IAC-R60 (B. cereus), IAC-E92 (P. megaterium) - aumentaram a biomassa
da parte aérea da planta, principalmente com adi¢do de BC. A peroxidacdo lipidica diminuiu
nas raizes das plantas cultivadas sob a influéncia de alguns isolados bacterianos, e esses
tratamentos mostraram um aumento na atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e
ascorbato peroxidase (APX). A inoculacdo dos isolados bacterianos causou tanto aumento na
concentracdo de aminodcidos e poliaminas, sugerindo um estimulo da resposta da planta ao
estresse, como também diminuicdo na concentracdo, o que pode estar relacionado a mecanismo
de protecdo da planta induzido pela bactéria. O Ni apresentou o maior valor de fator de
transferéncia (F), enquanto que o Cd mostrou maior indice de transferéncia (IT) e de fator de
translocacdo (FT) na planta, principalmente nos tratamentos com inoculacdo de bactéria.
Concluiu-se que C. ensiformis apresentou mecanismos de defesa a condicdo de estresse, como
ativacdo de enzimas do estresse oxidativo e alteracdo na concentracdo de aminoacidos e
poliaminas, influenciados pela inoculacdo de bactérias e adi¢do de BC e residuo in natura. A
inoculacdo das bactérias influenciou na transferéncia dos metais do solo para a planta e na
translocacdo desses elementos da raiz para a parte aérea, mostrando efeito de fitoestabilizacéo.
As bactérias atuaram como agentes promotores de crescimento e de protecdo da planta sob
condicdo de estresse, 0 que sugere potencial biotecnolégico para fitorremediacdo de solos
multicontaminado por metal pesado, potencializado pelo uso concomitante de residuo de café.

Palavras-chaves: Canavalia ensiformis, estresse oxidativo, remediacdo de solo, residuo de

café, bactérias benéficas.

Biochar and in natura coffee parchment residue and plant growth-promoting bacteria in

phytoremediation of soil multicontaminated with heavy metals
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ABSTRACT

Phytoremediation is a technique that uses plants to recover degraded soils, and Canavalia
ensiformis shows favorable characteristics for this practice. The joint application of organic
waste and plant growth - promoting bacteria (PGPB) may be suitable for remediation of soils
contaminated with heavy metals. The objective was to evaluate the effect of coffee parchment
addition, as biochar or in natura residue, and PGPB on the development of jack bean, aiming
at the remediation of a soil multicontaminated by heavy metals, mainly Zn. The experiment in
a 3 X 7 factorial arrangement consisted of 3 treatments: multicontaminated soil (only soil), soil
plus 5% of coffee parchment biochar and soil plus 5% of parchment residue in natura X 7
inoculation treatments (6 bacterial isolates and a control - without bacteria inoculation). The
bacterial isolates stimulated responses related to plant adaptation to stress that varied with the
isolate and soil treatment. In soil and soil with biochar, all isolates - IAC-CARS8 (Bacillus
thuringiensis), IAC-CAR18 (Priestia megaterium), IAC-E23 (B. cereus), IAC-R49
(Arthrobacter sp.), IAC-R60 (B. cereus), IAC-E92 (P. megaterium) - increased plant shoot
biomass, mainly with biochar addition. Lipid peroxidation decreased in the roots of plants
grown under some bacterial isolates influence, and these treatments showed an increase in
superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX) activities. Bacterial isolates
inoculation caused both an increase in amino acids and polyamines concentration, suggesting a
stimulus to the plant's response to stress, and a decrease in concentration, which may be related
to plant protection mechanisms induced by the bacteria. Ni showed the highest transfer factor
(F) value, while Cd showed the highest transfer index (T1) and translocation factor (TF) in the
plant, mainly in treatments with bacterial inoculation. It was concluded that C. ensiformis
presented defense mechanisms to the stress condition, such as oxidative stress enzymes
activation and alteration in amino acids and polyamines concentrations, influenced by bacterial
inoculation and biochar and in natura residue. Bacterial inoculation influenced the metals
transfer from the soil to the plant and the translocation of these elements from the root to the
shoot, showing a phytostabilization effect. The bacteria acted as growth promoters and plant
protection agents under stress conditions, which suggests biotechnological potential for
phytoremediation of soils multicontaminated by heavy metal, enhanced by concomitant use of
coffee waste.

Keywords: Canavalia ensiformis, oxidative stress, soil remediation, coffee waste, beneficial
bacteria.

1 INTRODUCAO

O solo é um dos meios mais promissores para a reciclagem de residuos da industria
siderirgica. No entanto, juntamente com o0s residuos estdo alguns metais pesados
potencialmente tdxicos, como zinco (Zn), chumbo (Pb), cadmio (Cd) e cobre (Cu), que causam
riscos ao meio ambiente e interferem na sustentabilidade do ecossistema e na biodiversidade,
causando danos ao meio ambiente, humanos e animais, além de interferir na microbiota e

acumular-se no solo e nas plantas (Kede et al. 2008).
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Do ponto de vista agricola e ambiental, o conceito de Economia Circular engloba
atividades capazes de dar um destino melhor e mais sustentavel a residuos, visando a
reutilizacdo e reciclagem de residuos organicos agricolas aplicaveis ao manejo de solos e
cultivos ou a remediacdo do solo. A producéo brasileira de café gera grandes quantidades e
tipos de residuos que podem ser utilizados no manejo agricola das lavouras ou na remediacao
do solo sob impacto ambiental. O uso de residuos organicos em solo agricola, feito de forma
adequada, contribui tanto para um manejo ambientalmente correto quanto para uma producéo
agricola mais sustentavel economicamente (Bianchini e Medaets, 2013). Da mesma forma, a
utilizacdo de residuos organicos apresenta vantagens na fitorremediacdo do solo, com a
mitigacdo dos efeitos toxicos das concentragcdes excessivas de metais pesados (Alvarenga et al.
2009).

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, 47.716 mil sacas de café
em 2021 (Conab 2021), e cada tonelada de café em grdo gera 1,1 tonelada de diferentes
residuos (Dias et al. 2014), entre eles o pergaminho de café que consiste do endocarpo que
recobre o grdo que é obtida no processo de polpacdo umida (Esquivel e Jimenez, 2012). Esse
residuo pode ser adicionado ao solo como biocarvao ou in natura.

Biochar (BC) é uma biomassa carbonizada com alto teor de carbono produzida a partir
da pirolise de algumas fontes de biomassa a uma temperatura entre 350°C a 700°C sob
condicGes limitantes ou na auséncia de oxigénio (Enders et al. 2012; Ge et al. 2020 ). O BC
pode ser usado para remediacdo de poluentes, reducdo das emissdes de gases de efeito
estufa/mitigacao das mudancas climaticas, producéo de energia e alteracao do solo (Gross et al.
2022). Assim, seu uso torna-se uma alternativa sustentavel e economicamente vidvel para
extrair metais pesados e contribuir para a melhoria da qualidade do solo, sendo uma alternativa
viavel para os programas de remediacdo de solo multicontaminado por metais pesados
(Moosavi e Seghatoleslami, 2013).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) sdo reconhecidas como uma
ferramenta biotecnoldgica util na mitigacdo do estresse, causado por varios fatores abidticos,
como déficit hidrico, acidez do solo e aluminio, desequilibrio nutricional, metais pesados e
outros (Marcos et al. 2016; Labanca et al. 2020). Essas bactérias benéficas transformam metais
em formas biodisponiveis e sollGveis pela acdo de sideroforos, &cidos organicos e
biossurfactantes, além de solubilizacdo de fosfato, fixacdo bioldgica de nitrogénio, producédo de
fitohormoénios e sintese da enzima ACC desaminase (acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico), que melhoram o crescimento das plantas e aumentam a biomassa vegetal,

protegendo a planta contra condicOes de estresse (Ullah et al. 2015; Bashan et al. 2012).
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A inoculacdo de bactérias benéficas promove algumas alteragdes no metabolismo da
planta, que causam aumento no sistema radicular, melhoram a absorcao de nutrientes, além de
torna-la mais tolerante ao estresse por metais pesados. Os metais pesados, apds serem
absorvidos, podem alterar o processo de transferéncia de elétrons existente nas organelas
celulares, proporcionando condi¢6es favoraveis para a geragdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que podem causar peroxidagdo lipidica das membranas em todos os tecidos vegetais
(Farmer e Mueller, 2013). A modulacdo do sistema antioxidante, o controle de danos a
membrana e 0 aumento nos teores de agua, fendis e osmolitos, como prolina e aminoacidos nao
protéicos, como o acido gama-aminobutirico (GABA), ja foram observados em interaces
planta-bactéria benéficaseficientes (Chen et al. 2017; Gagné-Bourque et al. 2016; Vardharajula
et al. 2011).

A diversidade bacteriana presente no solo sob alguma condicdo de estresse é ampla e 0
isolamento e aplicacdo de BPCP para melhorar a fitorremediacdo tem se destacado devido a
sua eficiéncia na remediacgdo do solo e no crescimento da planta (Bashan et al. 2012). Muitos
géneros de BPCP isolados de solo contaminado com cromo, como Ochrobactrum, Delftia,

Pseudomonas, Bacillus, Cellulosimicrobium, Mesorhizobium e Rhodococcus foram eficientes
na reducdo dos niveis de metais (Ahemad 2015). Kosakonia radicincitans, Paraburkholderia
tropica, Herbaspirillum frisingense e Pseudomonas fluorescens, promotores de crescimento de

plantas, interferiram no metabolismo da cana-de-acucar a fim de estimular respostas para
mitigar o estresse do solo causado pela acidez e excesso de Al, Zn e Cu (Labanca et al. 2020).

Arthrobacter sp. PGP41, uma bactéria resistente ao Cd (l1), conferiu tolerancia a planta,
aumentando o crescimento das raizes sob condicGes de estresse por Cd (1) (Xu et al. 2018a).

O efeito da adicdo de BC ao solo é frequentemente relatado, mas ha poucas evidéncias
de um efeito sinérgico com a inoculacdo de bactérias benéficas, em especial em solo
multicontaminado com metais pesados. Ainda ndo ha resultados consistentes sobre o potencial
de uso de BC para aumentar o crescimento das plantas e a diversidade da microbiota do solo
(Tan et al. 2022). Ndo ha muitos estudos sobre como o BC influencia a diversidade e atividade
de BPCP, principalmente em leguminosas (Egamberdieva et al. 2016). Nesse aspecto, C.
ensiformis € uma espécie amplamente cultivada como adubacdo verde e considerada como
tolerante a metais pesados (Romeiro et al. 2007), mostrando grande potencial para remediacao
de solo.

A fitorremediacdo é um procedimento que envolve o uso de plantas e da microbiota e
de praticas agronémicas que, aplicadas em conjunto, podem remover, imobilizar ou tornar os

contaminantes inofensivos ao ecossistema. Uma das formas € pela fitoestabilizagdo, quando o
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dano causado pelo metal pesados é amenizado devido a reducdo da mobilidade e
disponibilidade do contaminante no solo, em fungdo da precipitagdo, complexacéo,
humificacéo e lignificacdo, evitando sua entrada na cadeia alimentar. Neste caso, 0s metais ndo
sdo transportados para a parte aérea da planta e esta produz grande biomassa de raiz (Accioly e
Siqueira, 2000).

Outra maneira € a fitoextracdo, que utiliza plantas capazes de acumular metais pesados
em seus tecidos, sendo que para Zn esse acimulo deve ser > 10.000 mg kg™, para Pb, Ni e Cu
> 1.000 mg kg* e para Cd > 100 mg kg™, reduzindo-os a niveis aceitaveis no solo (Raskin et
al. 1994). Além disso, para que uma planta seja utilizada como fitoextratora, além de elevada
producdo de biomassa também precisa ter alta taxa de translocacao do metal da raiz para a parte
aérea, facil aquisicdo ou propagacéo e sistema radicular profundo e denso, de facil controle ou
erradicacdo (Accioly e Siqueira, 2000). As plantas utilizadas como fitoextratoras sdo espéecies
acumuladoras e hiperacumuladoras e sua eficiéncia é medida pelo fator de translocacdo (FT),
que relaciona os teores do contaminante na parte aérea com o da raiz. As plantas que exibem
FT > 1, alta concentracdo nos tecidos e elevada biomassa apresentam caracteristicas desejaveis
como espeécies para fitoextracdo (Marchiol et al. 2004).

A eficiéncia da fitorremediacao pode ser potencializada quando associada ao emprego
de BPCP e de residuos orgénicos, na forma de BC ou in natura. As possiveis alteragdes
metabdlicas, geradas como consequéncia de uma eficiente interacdo planta-bactéria benéfica,
ativam mecanismos de defesa contra o estresse causado pelo excesso de metais pesados no solo.
As bactérias desempenham um papel importante mitigando a condigdo de estresse e fornecendo
protecéo para a planta nessa condi¢do, como uma melhora no estado nutricional. A adicdo de
condicionadores de solo, BC e residuo in natura, pode facilitar o desempenho bacteriano e
mitigar o efeito deletério dos metais pesados. Assim, objetivou-se avaliar o efeito da adicéo de
pergaminho de café, como BC e residuo in natura, e inoculacdo de bactérias benéficas no
crescimento e aspectos fisioldgicos e bioguimicos do feijdo-de-porco, como ferramenta para

promover a remediacdo de um solo multicontaminado por metais pesados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados bacterianos
Bactérias isoladas da rizosfera e endosfera de plantas de C. ensiformis cultivadas em
solo multicontaminado com metais pesados, conforme descrito no capitulo 2, foram

previamente selecionadas como promotoras de crescimento de plantas e denominadas IAC-
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CAR8, IAC-CAR18, IAC-E23, IAC-R49, IAC-R60, IAC-E92. Esses isolados foram
identificados pelo sequenciamento do gene ribossdmico 16S e gene gyrB para os isolados IAC-
R60, IAC-E23, IAC-CARS, IAC-CAR18 e IAC-E92, e caracterizados quanto & producgédo de
sideroforos, de acordo com Schwyn e Neilands (1987) in Cattelan (1999), e capacidade de
solubilizacédo de fosfato (katznelson e Bose, 1959), conforme resumido na Tabela 1.

Tabela 1. Identidade de espécies dos isolados bacterianos e sua capacidade de

produzir sideréforo e solubilizar fosfato.

Sigla Espécie identificada Origem PSI SF
IAC-CARS8 Bacillus thuringiensis Rizosfera + +
IAC-CAR18 Priestia megaterium Rizosfera + +
IAC-E23 Bacillus cereus Endosfera + +
IAC-R49 Arthrobacter sp Rizosfera + +
IAC-R60 Bacillus cereus Rizosfera + -
IAC-E92 Priestia megaterium Endosfera + +

Sinais positivos (+) ou negativos (-) significam resultado positivo ou negativo para
producdo de sideroforos (PSI) e solubilizacdo de fosfato (SF).

2.2 Delineamento experimental

Os isolados bacterianos foram testados para promocgao de crescimento em plantas de C.
ensiformis e remediacdo de solo com alta concentracdo de MPs. A amostra de solo provém de
uma area onde foram adicionados rejeitos com alto teor de Zn e outros metais, sendo
denominado multicontaminado. Possui textura franco-argilosa e é proveniente de uma area onde
esta localizada uma industria siderurgica, no municipio de Trés Marias, MG.

Os tratamentos consistiram em solo multicontaminado com MPs (apenas solo), solo
mais 5% de BC de pergaminho de cafe, pirolisado a 700°C, e solo mais 5% do residuo in natura
de pergaminho, 7 tratamentos (seis isolados bacterianos e um controle sem inoculacdo de
bactéria) em arranjo fatorial 3 x 7, com 3 repeticdes.

O solo foi caracterizado com: pH (CaCly): 5,1; MO: 23 g kg'* P: 211 mg kg?; K: 3
mmolc dm; Ca: 69 mmolc dm; Na: 0,6 mmolc dm3; H+Al: 42 mmolc dm™; SB: 91,6 mmolc
dm; CTC: 133,6 mmolc dm™3; V%: 69; S: 66 mg kg*; B: 0,22 mg kg*; Cu: 16,7 mg kg*; Fe:
39 mg kgt; Mn:23,4 mg kg*; Zn: 273,9 mg kg?; Cd: 4,65 mg kg™*; Ni: 0,17 mg kg*; Pb: 18,08
mg kg*; CE: 0,8 ds m.
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O pergaminho in natura caracterizou-se com pH (em agua) 5,4; umidade: 7%; C/N: 27
g kgl; COT: 417 g kg'; NH4™ 167 mg kgl; NO,+NOs™: 731 mg kgt; N Kjeldahl 15,3 g kg*;
P:0,8gkg?; k:25gkg?; Ca: 2,0gkg?; Mg: 0,8 gkg?; S:1,0g kg?; B: 9,2 mg kgt; Cu: 16,5mg
kgl; Fe: 119,0 mg kg*; Mn: 29,6 5mg kg™; Zn: 4,4mg kg™.

As caracteristica do BC sdo: pH (em agua) 9,5; umidade (%; 65°C): 3,6; solidos totais
(%, 105°C): 93,7; solidos volateis (500°C): 54,6%; cinzas (550°C): 19%; C total: 69,3%; Ntotal:
1,57%; N Kjeldahl 1,55%; NHs": <10 mg kg; NO2+NOs: <10 mg kg!; CO/N: 25; CTC:
275,8mmol kg*; P: 1,59 kg?; k: 55,1g kg*; Ca: 4,6 g kg; Mg: 1,4 gkg?; S:0,8 g kg™*; B: 41,7
mg kg*; Cu: 22,4 mg kgt; Fe: 0,45 mg kg*; Mn: 62,5 mg kg; Zn: 11,3 mg kg™.

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, em delineamento experimental
inteiramente ao acaso, com trés repeti¢des. O controle ndo recebeu inoculante bacteriano. As
sementes foram desinfestadas com alcool 70% e hipoclorito de sédio 3% por 15 min e
enxaguadas com &gua destilada esterilizada. O indculo de isolados bacterianos foi preparado de
acordo com Cipriano et al. (2021) e inoculado no solo aos 5 dias de idade das plantas, aplicando
10 mL de suspensdo bacteriana com 10® UFC/mL. Apds 10 dias foi realizada uma segunda
inoculacao.

As plantas foram colhidas aos 120 dias apds a semeadura, quando foi feita a avaliacdo das
variaveis: biometria, analise de nutrientes, atividade das enzimas do estresse oxidativo,
peroxidacao lipidica, perfil de aminoacidos e poliaminas, analise de fertilidade e de metais
pesados no solo (Raij et al. 2001). As folhas (mais novas e totalmente expandidas) e raizes
foram coletadas, congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C, para
posterior analises bioquimicas. As plantas foram secas e utilizadas para analises de matéria seca.

2.3 Determinacdo de analises enzimaticas e peroxidacao de lipidios

A atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) foi determinada
segundo Nakano e Asada (1981); a catalase (CAT, EC 1.15.1.1), segundo Havir e McHale
(1987); superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) de acordo com Beauchamp e Fridovich
(1971), Giannopolitis e Ries (1977) e Del Longo et al. (1993).

Para a peroxidacdo de lipideos das folhas e raizes, empregou-se 0o método de
quantificacdo de malonildialdeido (MDA) através da producdo de metabolitos reativos a acido
2-tiobarbitarico (TBA).
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2.4 Perfil de amino&cidos e poliaminas

A determinacdo do perfil de aminoacidos e poliaminas foi realizada por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC). Amostras de folhas das plantas previamente trituradas em
nitrogénio liquido foram liofilizadas. Adicionou-se 1 mL de solucdo extratora (80:20 v/v
Metanol: 4gua) em 15-25 mg do material liofilizado, incubado em banho ultrassénico a 30°C
por 15 min., centrifugado a 10.000 rpm por 5 min. e recolhido o sobrenadante. As amostras
previamente extraidas foram diretamente analisadas no Acquity UPLC-MS (Micromass-
Waters, Manchester, Inglaterra). A separacdo cromatografica foi feita em coluna Waters
Acquity C18 BEH analytical column (150 mm x 2,1 mm i.d, 1,7 um) a 30°C. Metanol (A) e 0,1
% de acido férmicoem agua (B) foram usados como fase mdvel num fluxo de 0,2 pLmin-

1. A condicao inicial do gradiente foi de 1% de A e 99% de B até 2,5 min., seguido para 50%
de A e 50% de B. Esta condi¢do foi mantida até 5 min., retornando a condi¢do inicial e
estabilizando em 8 min. As analises no espectrdmetro de massas foram realizadas usando
ionizacéo por electrospray em modo negativo sob as seguintes condi¢es: capilar 3,0 kV e cone
30 V, temperatura na fonte de ionizacdo de 150°C e temperatura de dessolvatacdo de 350°C, e
0 CID de 15 ev. Os dados foram obtidos na faixa entre 50 a 300 m/z. Para quantificagdo dos
aminoacidos e compostos fendlicos foram produzidas curvas de calibracdo a partir das areas

cromatogréaficas adquiridas pela injecdo de padrdes (Mokochinski et al. 2013).

2.5 Fator de transferéncia (F), Indice de translocagéo (IT %) e Fator de Translocacéo
(FT)

A transferéncia dos metais do solo para a as plantas de feijdo-de-porco foi avaliada pelo
fator de transferéncia (F), adaptado de Lubben e Sauerbeck (1991).
F = (CPA + CSR) / CT, em que: CPA= concentragio do MP na parte aérea, em mg kg*; CSR=
concentragdo do MP na raiz, em mg kg; e CT= concentragio MP total no solo, em mg kg™.

O indice de translocac&o (1T) foi calculado de acordo com Abichequer e Bohnen (1998).
IT = 100 CPA /(CPA + CSR), em que: CPA=concentracio do MP na parte aérea, em mg kg;
CSR= concentragdo do MP na raiz, em mg kg™.

A habilidade da planta em translocar o MP da raiz para a parte aérea foi calculado pelo
Fator de Translocacdo (Arumugam et al. 2018).
FT = CPA / CSR, em que: CPA=concentracio do MP na parte aérea, em mg kg™; CSR=

concentracio do MP na raiz, em mg kg™.
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2.6 Analise Estatistica

O conjunto de dados gerados foi submetido a analise da variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott Knott a 5 %, pelo programa SISVAR (Ferreira2007). A anélise
dos componentes principais foi realizada utilizando o programa PAST versdo 3.19 (Hammer et
al. 2001).

3 RESULTADOS

A massa de matéria seca da parte aérea das plantas no solo e solo com adicéo de BC foi
significativamente maior com a inoculagdo de todos os isolados bacterianos, comparando-se
com o controle (sem inoculagdo de bactéria). No solo, os isolados IAC-CARS8 e IAC-R49 se
destacaram, enquanto no BC, apenas 0 IAC-CARS8. No solo com adic¢éo do residuo in natura,
maior producdo de massa de parte aérea foi observada com a inoculacéo do isolado IAC-CAR18
(Tabela 2). A adicdo de BC promoveu significativamente maior matéria seca de parte aérea das
plantas em relagdo ao solo e adigdo de residuo in natura, para todos os isolados, exceto IAC-
E92 (Tabela 2). No solo, a inoculacdo de todos os isolados bacterianos promoveu
significativamente maior matéria seca de raiz. No solo com adicdo de BC, os isolados IAC-
CARS8, IAC-R49, IAC-R60 e IAC-E92 causaram aumento significativo na massa radicular, e
no solo com residuo in natura, os isolados IAC-CAR18, IAC-R49 e IAC-R60. A adicdode BC
aumentou a massa radicular das plantas em relacdo ao solo e solo com residuo in natura, no
controle e com inoculacdo de IAC-CARS, IAC-E23, IAC-R60 e IAC-E92 (Tabela 2).
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Tabela 2. Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR) de feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformis) sob a influéncia de diferentes isolados bacterianos e adicdo de

pergaminho de café, na forma de biocarvéo e residuo organico, em solo multicontaminado por
metais pesados.

Tratamentos
Bactérias Solo Biocarvéo Residuo
Controle 8,54dC* 15,26eB 17,12bA
IAC-CARS 19,74aB 28,99aA 18,14 aC
IAC-CAR18 17,91bB 20,92cA 20,93aB
MSPA (9) IAC-E23 12,23cC 25,34bA 17,60bB
IAC-R49 21,12aA 20,68cA 17,09bB
IAC-R60 19,08bB 24,56bA 13,71cC
IAC-E92 18,68bA 17,26dA 17,26bA
Controle 0,83dC 4,29dA 3,64bB
IAC-CARS 1,91cC 5,99aA 3,28cB
IAC-CAR18 3,34aB 3,35fB 5,70aA
MSR (g) IAC-E23 2,10cC 4,24eA 3,19cB
IAC-R49 2,65bB 5,50bA 5,57aA
IAC-R60 3,6aC 4,57cB 5,44aA
IAC-E92 2,75bB 6,1aA 2,92dB

Médias seguidas por letras iguais, minascula na coluna (entre tratamentos bacterianos) e
maiuscula na linha (entre tratamentos de solo), ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p
<0.05).

3.1 Analise da fertilidade do solo e nutrigdo das plantas

A inoculacédo dos isolados bacterianos aumentou os valores de pH do solo de 5,1 para
6,7. O contetido de matéria organica foi significativamente maior no solo com adicéo de residuo
in natura. A concentracdo de K no solo aumentou com a adigdo do BC e do residuo in natura.
A adicdo de BC diminuiu as concentra¢des de Cu e Mn no solo e a adigédo de BC em conjunto
com os isolados bacterianos diminuiu o teor de Fe e aumentou P e S. No solo com adi¢éo do

residuo e inoculacao dos isolados houve diminuicao dos teores de Cu, Fe, B, P, K, Cae Mn. A
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inoculagdo dos isolados bacterianos aumentou a concentragdo de Na no solo, solo com residuo
(Tabela 3).

No geral, a adi¢do do BC diminuiu a concentracdo dos metais pesados no solo (Tabela
4). A inoculagéo dos isolados bacterianos aumentou a concentracdo de Zn nos 3 tratamentos de
solo, em relacdo ao controle (sem inoculacdo de bactéria). No solo com adicdo de BC, a
inoculagdo dos isolados aumentou a concentragéo de Cd e Ni, exceto para o IAC-R60. No solo
com adicdo do residuo in natura e inoculagdo dos isolados bacterianos houve diminui¢éo do Cd
e Pb (Tabela 4).
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Tabela 3. Anélise da fertilidade de amostras de solo, solo com 5% de pergaminho de café na forma de biocarvdo (BC) e de residuo in natura (RE), coletadas ao

final do experimento, cultivado com feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) e com inoculacao de isolados bacterianos.

Tratamentos Controle CARS8 CAR18 E23 R49 R60 E92 Controle CARS8 CAR18 E23 R49 R60 E92
pH (CaCly) Mg (mmolc.dm-3)

Solo 5,9bE 6,0cD 6,2cB 6,1cC 6,3bA  6,0cD 6,2cB 25,0bF 30,0bC 26,0cE 32,0cB 36,0aA 28,0aD 26,0cE

Solo + BC 5,5¢cF 6,4aD 6,3bE 6,7aA 6,4aD  6,5aB 6,5aB 27,5aD 27,0cE 27,0bE 35,0bA 30,0cB 28,0aC 27,0bE

Solo +RE 6,1aC 6,2bC 6,4aA 6,3bB 6,3bB  6,3bB 6,4bA | 22,0cF 38,0aB 38,0aB 39,0aA 33,0bD 25,0bE 35,0aC
MO (g.dm-) P (mg.dm)

Solo 15cC 16bC 17bB 15cC 17bB 16cC 19bA 80,0bD 73,0cE 81,0bC 71,0bF 139,0aB  164,0aA  69,0bG

Solo + BC 17bB 16bC 17bB 17bB 17bB 17bB 18cA 79,0cG 97,0bD 121,0aA 114,0aB  102,0bC  89,0bE 80,0aF

Solo + RE 23aE 28aB 31aA 28aB 27aC 24aD 28aB 179,0aA 170,0aB  72,0cF 95,0bC 86,0cD 70,0cG 80,0aE
K (mmolc.dm-) S (mg.dm)

Solo 2,3cB 2,2cB 1,1cD 2,6cA 1,3cC 1,3cC 2,6cA 77,0bE 89,1cC 50,0cG 94,0cB 70,0cF 95,0cA 84,0cD

Solo + BC 18,0bC 15,5aE 16,5aD 47,1aA 10,6aG 20,3aB 12,4aF | 124,0aC 115,1bD  135,0bB  148,0bA 130,1aB  147,0aA  148,2aA

Solo+ RE 23,0aA 9,4bE 12,6bB 11,6bC 5,8bG  10,3bD 8,6bF 54,0cG 120,2aD  141,0aB  182,0aA  127,0bC  110,1bF  119,1bE
Na (mmolc.dm) Fe (mg.dm)

Solo 12,2bG 14,5¢F 16,2cD 14, 7cE  19,0cA 17,8bB 17,6cC | 81,2aC 87,1aA 71,2aE 64,1aG 70,0aF 84,0aB 76,0aD

Solo + BC 24,3aE 22,8bF 26,4bB 15,3bG  25,4bC 25,0aD 29,7aA | 36,0cA 28,0cD 30,0cB 30,0cB 36,0cA 29,0cC 30,0cB

Solo+ RE 10,2cF 28,5aA 27,9aB 27,3aC  27,3aC  16,6¢cE 25,4bD | 78,0bA 58,1bE 57,0bF 59,0bD 65,0bC 69,0bB 55,0bG
Ca (mmolc.dm-3) B (mg.dm-?)

Solo 63,0bE 64,0bD 62,0bF 76,0bB  90,0aA 71,0aC 57,0bG | 0,26cB 0,27cB 0,24cC 0,31cA 0,27bB 0,22cC 0,22cC

Solo + BC 58,0cE 57,0cF 60,0cC 87,0aA 63,0cB 59,0bD 57,0bF | 0,37bB 0,32bC 0,38bB 0,54aA 0,32aC 0,37bB 0,52aA

Solo+ RE 94,0aA 88,0aB 74,0aC 71,0cD 67,0bE 56,0cF 74,0aC | 0,61aA 0,3%9aD 0,43aC 0,46bB 0,32aE 0,3%9aD 0,25bF
Cu (mg.dm'3) H+AIl (mmolc dm3)

Solo 14,0aB 15,0aA 13,4aC 13,0aC 13,8aC 14,2aB 14,8aA | 22,0aA 19,0aC 19,0aC 17,0aE 19,0aC 18,0aD 20,0aB

Solo+ BC 10,7cE 10,7cE 11,0cD 11,2cC  11,9cB  12,6bA 11,1cD | 19,0bA 13,0cC 14,0cB 12,0cC 14,0cB 13,0cC 14,0cB

Solo+ RE 13,5bA 12,4bD 12,9bB 12,8bB 12,8bB 12,7bB 12,5bC | 17,0cB 17,0bB 16,0bC 16,0bC 18,0bA 16,0bC 18,0bA
Mn (mg.dm-?) CTC (mmolc dm)

Solo 52,4bC 73,6aB 49,1bD 92,0aA 44,7bG  48,0bE 47,2bF | 124,5cE 129,7cD  124,3cF  142,3cB  165,3aA  136,2cC  123,2cG

Solo + BC 32,0cC 29,9cE 32,8cB 78,9bA 31,0cD 26,0cG 29,2cF | 146,2bB 135,3bG  144,1bD  196,4aA  143,0cE  145,3aC  140,4bF

Solo+ RE 80,0aA 61,8bC 57,6aE 56,4cF  63,1aB 59,4aD 50,1aG | 166,2aC 180,9aA  167,8aB  165,5bD  151,1bF  123,9bG  161,1aE

V% SB (mmolc dm-3)

Solo 82,0cF 85,1cD 85,0bD 88,0cB  89,0bA 87,0bC 84,0cE | 102,5¢G 110,7¢cD  105,3cE  125,3cB  146,3aA  118,1bC  103,2cF

Solo + BC 87,0bD 90,0bC 90,0aC 94,0aA 90,0aC 91,0aB 90,0aC | 127,5bE 122,3bG  130,1bC  184,4aA 129,2cD  132,3aB  126,1bF

Solo+ RE 90,1aB 91,0aA 90,0aB 90,0bB 88,0cD 87,0bE 89,0bC | 149,2aD 163,6aA  151,8aB  149,5bC  133,1bF  107,7¢cG  143,0aE

* Médias seguidas por letras iguais, minUscula na coluna (entre tratamentos de solo) e mailscula na linha (entre tratamentos ba cterianos), ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott (p <0.05).
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Tabela 4. Teores de metais pesados (Zn, Cd, Ni e Pb) obtidos em amostras de solo, solo com adi¢do de
pergaminho de café, na forma de biocarvao (BC) e de residuo in natura (RE), coletadas no final do
experimento, cultivado com feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) e com inoculacdo de isolados
bacterianos.

Tratamentos Controle CARS8 CAR18 E23 R49 R60 E92
Zn (mg.dm)
Solo 260,0aF 266,4bB 262,1bE 257,6bG 263,0bD 265,4aC  285,4aA
Solo +BC 232,3cE 246,5¢cC 250,1cB 246,6cD  255,3cA  220,8cF 250,4cB
Solo + RE 248,2bF 267,5aB 266,1aC 265,5aC 264,2aD 251,4bE  271,3bA
Cd (mg.dm™)
Solo 3,5bC 3,6aC 3,8aB 3,5aC 3,6aC 3,5aC 3,9aA
Solo + BC 3,0cE 3,1cD 3,3cC 3,5aA 3,4bB 2,8bF 3,2cC
Solo + RE 3,7aA 3,4bC 3,6bB 3,5aC 3,4bC 3,4aC 3,7bA
Ni (mg.dm)
Solo 0,17aA 0,18aA 0,18aA 0,18aA 0,17aA 0,14aB 0,18aA
Solo + BC 0,13cC 0,14bB 0,16bA 0,15bB 0,16aA 0,11bC 0,16aA
Solo + RE 0,15bB 0,18aA 0,16bB 0,17aA 0,18aA 0,15aB 0,17aA
Pb (mg.dm)
Solo 20,0bA 20,8aA 20,5aA 20,3aA 19,5¢cB 20,5aA 20,2aA
Solo + BC 16,9cC 16,0cC 16,9bC 19,0cA 17,2bB 15,4bD 16,1cC
Solo + RE 21,9aA 19,6bD 20,5aB 19,6bD 20,0aC 20,5aB 18,9bE

* Medias seguidas por letras iguais, minuscula na coluna (entre tratamentos de solo) e maiuscula na linha
(entre tratamentos bacterianos), ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p < 0.05).

Os teores de nutrientes e metais pesados na parte aérea estdo na tabela 5. Nas plantas
cultivadas no solo e com inoculacdo de todos ou da maioria dos isolados de bactérias houve
maior concentracdo de P, Ca, S, Mn e B na parte aérea, mas menores de N e Fe, diferindo
significativamente das plantas do controle. As plantas cultivadas no solo com adi¢éo de BC e
com inoculacdo da maioria das bactérias tiveram maior teor de Fe na parte aérea, mas menor de
K, Cu e B. As plantas cultivadas no solo com adicdo de residuo in natura e com inoculacdoda
maioria das bactérias tiveram maior teor de N, P, K, Mg, S, Cu e B (Tabela 5).

Em relagdo aos metais pesados, observou-se que as plantas cultivadas no solo e com
inoculacdo de todos os isolados mostraram maior teor de Cd na parte aérea (Tabela 5). No solo
com BC e inoculacdo da maioria dos isolados, as plantas tiveram maior teor de Zn, Ni, Pb e Cd
na parte aérea, em relacdo ao controle. Jano solo com residuo in natura e inoculagdo da maioria
dos isolados, as plantas mostraram maior teor de Cd e Cr, mas menor de Pb. Os isolados IAC-
CAR18, IAC-E23 e IAC-R49 se destacaram, promovendo maiores teores de Cd, Cr e Ni na
parte aérea das plantas, nos trés tratamentos de solo. J& as plantas tratadas com IAC-E23 e IAC-

R49 apresentaram maior teor de Zn na parte aerea (Tabela 5).
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Tabela 5. Teores de macronutrientes, micronutrientes e metais pesados na parte aérea de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) sob a influéncia
de diferentes isolados bacterianos e adicdo de 5% de pergaminho de café, na forma de biocarvdo (BC) e residuo in natura (RE), em solo
multicontaminado por metais pesados.

Tratamento Controle CAR8 CAR18 E23 R49 R60 E92 Controle CAR8 CARI18 E23 R49 R60 E92
N (9/Kg) S (9/Kg)

Solo 17,6aA 10,4bC 16,8bA 12,4bB 10,6aC 10,6bC 9,8bC 1,84aD 2,07bC  2,44bB  2,52bB 2,84aA 2,24aC  1,93aD

Solo + BC 8,8bB 9,1cB 9,0cB 9,5cB 10,7aA 10,7bA  9,9bA | 1,9aB 2,23bA  1,97cB  2,22cA 2,36bA 1,61bC  1,49bC

Solo + RE 8,9hC 14,0aB 17,8aA 13,4aB 9,7aC 13,6aB 11,4aC | 1,88aC 3,03aB  3,04aB  3,62aA 2,93aB 2,16aC  1,96aC
P (9/Kg) Fe (mg/Kg)

Solo 0,67bC 0,66cC 1,3bA  0,65cC 0,82bB 0,79bB  1,39aA | 176aA 122,2aC 158,5aB 183,3aA 122,9bC 103,1bD 73,9aE

Solo + BC 1,24aA  1,29bA 0,9cB 1,15bA 1,31aA 0,82bB 0,75cB | 49,8cD 126,5aA 109,2bB 66,26bC  72,6cC  135,2aA 66,2aC

Solo + RE 1,27aD 1,96aA 1,72aB 1,82aB 1,45aC 1,33aD 1,21bD | 99,6bC 106,8bC 110,8bC 79,9bD 230,6aA 126,4aB 80,5aD
K (9/Kg) Mn (mg/Kg)

Solo 8,2cB 8,07bB  9,7cB 10,8cB  8,85cB  8,7cB 16,9bA | 193,8aE  240,8aD 304,9aC 364,0aA  325,5aB 170,0aF 156,4aF

Solo + BC 31,5aA 23,7aC 25,4aC 22,9bB 27,2aB 25,0aC 21,2aD | 68,1cC 108,3cA 81,6cC  94,3cB 70,76cC 62,8bC  75,1cC

Solo + RE 18,2bC  24,8aA 22,5bA 29,0aA 20,7bB 21,2bB  20,7aB | 135bC 146,5bC 175,6bB 248,7bA  144,2bC 164,0aB 113,6bD
Ca (g/Kg) Cu (mg/Kg)

Solo 7,0bB 6,93bB 6,56bB 8,3bA  7,8bA  8,4aA  8,9aA 1,75cB 1,43cB  2,3cB 5,3bA 2,00B  2,11bB 5,26aA

Solo + BC 7,29bA 8,15aA 6,10bB 8,07bA 8,5bA  5,6bB 6,5bB 5,6aA 4,7bC  4,5bB 5,5bA 59aA  3,64aC 3,77bC

Solo + RE 8,74aC 7,1bD  8,85aC 13,7aA 11,0aB 8,8aC 7,2bD | 4,6bC 6,6aA  6,7aA  6,7aA 592aB 3,73aD 4,83aC
Mg (9/Kg) B (mg/Kag)

Solo 2,74aB 2,60aB 2,83aB  3,15aA 3,17aA 3,21aA 2,5aB 12,3cC 15,5bB  14,4bB  22,1aA 15,6bB  15,2bB  16,2aB

Solo + BC 1,71bA  191bA 1,76bA 1,82bA 2,13bA 1,8cA  1,94bA | 23,7aA 19,5aB  18,6aB  21,4aA 22,8aA 19,5aB  15,6aB

Solo + RE 1,790D 2,52aB 2,64aB  3,14aA 2,47bB 2,39bB 2,22bC | 19,1bB 19,6aB  20,9aA  23,0aA 21,3aA 20,2aA 16,7aC

Zn (mg/Kg) Ni (mg/Kg)

Solo 190 aC 191,7aC 181,9aC 363,4aA 262,8aB 198,1aC 144,7aD| 0,17aD 0,15bD 0,28bC  1,35aA 0,36bB 0,15aD 0,0lakE

Solo + BC 56,2cD 85,6bB 61,1cD 70,4cC  136,6bA 54,4 cD 68,8cC | 0,01bE 0,17aC  0,22cB  0,06cD 0,83aA 0,08bD 0,0laE

Solo + RE 107bC  98,9bC  152,4bB 205,8bA 109,6cC 99,7bC 92,6bC | 0,18aD 0,14bE 0,4aA  0,32bC 0,35bB  0,13aE  0,0laF
Cd (mg/Kg) Pb (mg/Kg)

Solo 2,03bF 42bD 39D 7,0bA 52bC  3,1aE 6,0aB 0,29bA 0,28aA 0,18B 0,31aA 0,20bB  0,01cC  0,27aA

Solo + BC 2,58bC 4,6bA  3,1cB 46cA 39cB  2,8aC 2,70C 0,14cD 0,04cE  0,42aA 0,17bC 0,38aA 0,30aB  0,16cC

Solo + RE 4,70aD 6,7aC 8,5aB 10,0aA 6,1aC  3,0aD  3,3bD | 0,42aA 0,14cD 0,35bB 0,35aB 0,36aB  0,04bE  0,20bC
Cr (mg/Kg)

Solo 0,41laB 0,04aD 0,38aB 6,4aA 0,3bC  0,38aB  0,01bE

Solo + BC 0,01bD 0,01bD 0,06cC 0,01cD 2,95aA 0,2bB  0,01bD

Solo + RE 0,01bD 0,01bD 0,22bB 0,17bC 0,17cC 0,2bB  0,3aA

*meédias seguidas de letras iguais, mindsculas na coluna (comparagéo entre os tratamentos de solo) e maidsculas na linha (comparagéo entre os tratamentos bacteri anos), ndo
diferem entre si pelo teste de Scott Knott (5%).
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Os teores de nutrientes e metais pesados na raiz das plantas estdo na tabela 6. Nas raizes
das plantas cultivadas no solo e com inoculagdo da maioria dos isolados bacterianos, houve
maiores teores de Zn, Cd, Ni e Pb e menores de P, Ca e S. Nas raizes das plantas cultivadas no
solo com adicdo de BC e com inoculagdo da maioria dos isolados bacterianos, houve diminuicéo
dos teores de Cr e S, em relacdo ao controle. Ja as plantas cultivadas no solo com adicdo do
residuo in natura e inoculacdo da maioria dos isolados bacterianos tiveram menoresteoresde K,
Cd, Se Bnaraiz. Osisolados IAC-E23 e IAC-R49 causaram diminuic¢do nos teoresde Cr, S, Fe,
Ni e Pb nas raizes das plantas crescidas no solo com adicdo de BC e residuo in natura (Tabela
6).

As quantidades acumuladas dos teores de macronutriente, micronutrientes e metais
pesados na parte aérea e na raiz encontram-se nas tabelas 7 e 8. A maioria dos isolados
bacterianos promoveu aumento no acimulo de macro, micronutrientes e metais pesados na
parte aérea das plantas, nos trés tratamentos de solo (Tabela 7). O isolado IAC-E92 no solo com
adicdo de BC diminuiu o acumulo de P, K e Cu na parte aérea, enquanto que a inoculagao de
IAC-R60 e IAC-E92 diminuiu Cu, Ni e Pb com adi¢édo de residuo in natura no solo (Tabela 7).

As plantas crescidas no solo com BC e com residuo in natura apresentaram maiores
acumulos de nutrientes e metais pesados na raiz, que as crescidas no solo (Tabela 8). No solo,
as plantas tratadas com todos ou a maioria dos isolados bacterianos tiveram maiores acimulos
de todos os nutrientes e metais pesados, exceto de P. No solo com BC e inoculagéo da maioria
dos isolados, as plantas tiveram maiores acimulos de K, Fe, B e Ni e menor de S; inoculagéo
de IAC-CAR18 e IAC-E23 diminui o acimulode P, Zn, Cr e Pb na raiz das plantas (Tabela 8).
No solo com residuo in natura e inoculacdo de IAC-CARS8, IAC-E23 e IAC-E92, houve menor

acumulo de P, K, Ca, Mg, Zn, Cd, S, Cu e Mn na raiz das plantas.

84



Tabela 6. Teores de macronutrientes, micronutrientes e metais pesados na raiz das plantas de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) sob a
influéncia de diferentes isolados bacterianos e adicdo de 5% de pergaminho de café, na forma de biocarvéo (BC) e residuo in natura (RE), em
solo multicontaminado por metais pesados.

Tratamentos Control CAR8 CAR18 E23 R49 R60 E92 | Control CAR8 CARI18 E23 R49 R60 E92
N (9/K9) S (9/Ko)
Solo 16,3aA 15,1aA 16,6aA 16,0aA 13,0aB 12,0aB 15,1aA | 4,4aA  2,8bB 3,3bB  4,6aA 3,1aB 3,5aB 4,2aA
Solo + BC 12,4bA 11,4bA 9,6bB  13,3aA 11,7aA 9,0aB 8,5bB | 4,3aA  51aA 4,8aA  3,8bB 3,4aB 2,9aC 3,8aB
Solo + RE 11,7bA  12,2bA 115bA 13,4aA 11,4aA 12,0aA 9,8bA |4,6aA  2,9bB 2,8bB 2,9cB 3,2aB 3,6aB 3,3bB
P (9/Kg) Fe (mg/Kg)
Solo 1,23aA 1,0aB 1,43aA 146aA 0,90aB 0,83aB 1,0aB 10aA 10,3aA 11,8aA 11,6aA 12,3aA  9,6bA  11,9aA
Solo + BC 0,93aA 0,86aA 0,80bA 0,73bA 0,86aA 0,73aA 0,76aA | 8,5aA  6,6bB 9,lbA  53bB 9,2bA  85bA  8,3bA
Solo + RE 1,0aA  0,86aA 0,86bA 0,83bA 0,86aA 1,0aA  0,86aA | 10aB 9,9aB 13,8aA  6,7bC 5,9cC 13,6aA  10,9aB
K (9/Kg) Mn (mg/Kg)
Solo 57bA  3,6cA  48bA 55bA  4,16cA 4,36bA 6,4bA | 3459aB 525,6aA  543,3aA 601,9aA 318,6aB 222,2bC 302,8aB
Solo + BC 11,9aB 13,2aB 12,6aB 17,1aA 12,1aB 9,7aB 10,9aB | 208,1bA 206,4bA  271,0bA 231,2cA  269,0aA 162,3bA 151,3bA
Solo + RE 13,3aA 6,8bB  7,5bB  7,8bB 7,3bB  11,9aA 6,7bB | 426,6aA 469,0aA  356,4bA 408,0bA 209,4aB 434,2aA 275,0aB
Ca (g/Kg) Cu (mg/Kg)
Solo 4,00A  3,6aB 35aB  4,7aA  3,3aB 3,3aB 3,2aB 47,6aA  49,7aA 43,1aA 53,33A 47,1aA  42,8aA 56,6aA
Solo + BC 44aA  41aA 358A 3, 7bA  32aA  3,2aA  34aA | 52,2aA 417aA 41,6aA  31,3bA 37,4aA  354aA  37,0bA
Solo + RE 4,33A  3,06A 2, 7aA  3,3bA  33aA  38aA  3,0aA | 46,6aA 31,2aA 35,7aA  33,1bA 33,2aA  45,3aA  43,5bA
Mg (9/Kg) B (mg/Kg)
Solo 2,7aA 2,3aA  24aA 29aA 24aA 2,3aA  2,3aA | 3558A 33,2aA 31,6aA  34,9aA 36,8aA 28,8bA  36,2aA
Solo + BC 2,lbA  19aA 19A 1, 7bA 1,7aA 16aA 1,6aA | 30,3aA 23,7aA 26,9aA  26,2bA 31,0aA 27,1bA  25,7bA
Solo + RE 19pA 16aA 1,7a4A 16bA 18aA 2,0aA 2,0aA |32,5aA 28,6aB 34,6aA  25,4bB 22,3bB  39,1aA  29,9bB
Zn (mg/Kg) Ni (mg/Kg)
Solo 822,1aC 913,9aB 874,0aB 1025aB 685,9aC 720,4aC 1371aA | 4,8aC  4,9aC 8,9aA  5,6aC 7,2aB 55bC  6,7aB
Solo + BC 576,8bA 4453bA 486,4bA 344,8cA 498,2bA 406,0bA 450,8cA | 5,1aA  5,0aA 59bA  3,2bB 55bA  52bA  5,6aA
Solo + RE 642,2bB 528,9bB 635,0bB 583,7bB 505,0bB 807,0aA 790,3bA| 5,1aB 5,3aB 8,7aA  3,5bC 3,6cC 7,6aA  6,1aB
Cd (mg/Kg) Pb (mg/Kg)
Solo 10,4bC 12,6aC 14,6aB 159aB 10,2aC 10,3aC  22,4aA | 30,0bC 33,5bB 34,3aB  40,5aA 34,5aB 25,4bC  39,1aA
Solo + BC 8,8bA  92bA  82bA 93bA 8,0aA 57bB  59cB 24,4bA  18,2cB 23,9bA  14,4cB 23,7bA  20,7bA  20,5cA
Solo + RE 13,3aA 9,0bB  7,5bB  10,3bB 9,3aB 10,1aB  11,4bA | 37,1aC  63,5aA 34,2aC  20,8bD 18,8bD 44,9aB  30,1bC
Cr (mg/Kg)
Solo 9,6aB 8,9aB 17,7aA  10,4aB  9,1aB 5,8bB 7,8aB
Solo + BC 11,4aA 10,1aA 11,9bA 3,4bC  6,8aB 8,4bB  7,7aB
Solo + RE 8,6aB 9,4aB 147bA  45bC  2,9bC  157aA 6,5aB

*médias seguidas de letras iguais, mintsculas na coluna (comparacao entre os tratamentos de solo) e maitisculas na linha (comparacdo entre os tratamentos bacterianos), ndo
diferem entre si pelo teste de Scott Knott (5%).
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Tabela 7. Quantidade acumulada de macro e micronutrientes, zinco e metais pesados na parte aérea de plantas de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) sob a influéncia de
diferentes isolados bacterianos e adicdo de 5% de pergaminho de café, na forma de biocarvdo (BC) e residuo in natura (RE), em solo multicontaminado por metais pesados.

Tratamentos Controle  CARS8 CARI18 E23 R49 R60 E92 Controle CARS CAR18 E23 R49 R60 E92
N (mg plant?) S (mg plant?)
Solo 150,1aC  204,9bB  301,0bA 150,0bC  223,3aB  202,3bB  182,1aB 15,7bD 40,9bB 43,7bB 30,7bC 60,3aA 42,7aB 35,5aC
Solo + BC 135,4aC  263,5aA  191,0cB 241, 7aA  222,1aA  247,6aA 173,4aB 29,2aD 64,1aA 41,4bC 56,2aB 48,7bB 39,7aC 26,0aD
Solo + RE 144,3aC  255,0aB  374,2aA 236,7aB  167,1bC  186,3bC  187,6aC | 30,5aC 54,9aB 63,02A 63,7aA 50,0bB 29,6aC 32,2aC
P (mg plant?) Fe (ug plant?)
Solo 5,7bD 13,0bC 23,2bA 7,90D 17,3bB 15,1aC 25,9aA 1505aB 2401bA  2839,0aA  2232,7aA  2610bA  1969bB  1381aB
Solo + BC 18,8aC 37,4aA 18,9bC 29,1aB 27,1aB 20,1aC 13,2cD 767,9bD 3668aA 2285,4aB 1679,4bC 1503cC 3250aA 1156aD
Solo + RE 20,7aC 35,82A 36,02A 32,2aA 24,9aB 18,2aC 19,8bC 1614,0aC 1873bC  2319,8aB  1414,5bC  3939aA  1728bC  1324aC
K (mg plant?) Mn (ug plant?)
Solo 70,1cC 158,6cB  174,1bB 133,2cB 187,0cB  166,0cB  323,3aA | 1655,7bE 4731aC  5508aB 4451aC 6869aA  3244aD  2940aD
Solo + BC 472,8aD  687,8aA  533,8aC 736,1aA  563,0aC  612,0aB  370,4aE | 1039,8cC 3140bA  1708cC 2390bB 1464cC  1544cC  1312cC
Solo + RE 292,5bB 455, 7bA  470,58A 403,3bA  355,5bB  291,4bB  340,0aB 2197,2aD 2597cC 3676bB 4353aA 2472bC 2251bD 1867bD
Ca (mg plant?) Cu (ug plant?)
Solo 62,0bC 136,2bA  115,2bB 101,5cB  163,5aA  160,4aA  166,7aA | 15,0bD 28,2bD  40,2cC 65,1cB 43,2cC 40,3bC 98,9aA
Solo + BC 110,3aC  236,2aA  128,2bC 204,5bB  175,6aB  137,1aC  112,7bC | 85,0aB 134,6aA  95,8bB 140,9aA 121,6aA  89,9aB 65,7bC
Solo + RE 142,3aC ~ 128,8bC  185,1aB 241,2aA  189,4aB  120,1aC  118,0bC | 15,2aD 116,0aB  141,3aA 118,9bB 101,2bB  51,1bC 80,4bC
Mg (mg plant?) B (ug plant?)
Solo 23,2aD 51,2aB 52,0aB 38,4aC 66,6aA 61,1aA 47,1aB 105,7bB 305,1bA  259,0bA 271,0cA 330,6bA  290,0bA  302,9aA
Solo + BC 25,9aB 34,3aA 36,7bA 46,1aA 44,0bA 44,4bA 33,4aA 361,2aC 566,4aA  394,4aC 542,6aA 471,9aB  475,7aB  274,1aC
Solo + RE 29,2aB 45,7aA 35,6aA 55,3aA 42,2bA 32,7bB 36,4aA 310,3aC 349,8bB  438,6aA 406,1bA 365,9bA  278,9bC  274,3aC
Zn (ug plant?) Ni (ug plant?)
Solo 1619,4aE 3766,9aC 3559,0aD 4445,8aB 5561aA 3788aC 2726aD 1,45bE 2,9bD 5,0bC 16,5aA 7,7bB 2,8aD 0,19aE
Solo + BC 868,8bC  2482,7bA 1279,6bB 1784,6cB  2882bA 1335bB 1202bB 0,15bD 4,92aB 4,6bB 1,5¢C 17,1aA 1,9aC 0,17aD
Solo + RE 1739,6aB  1796,0cB 3192,0aA  3621,5bA 1874cB  1367bB  1520bB | 2,91aC 2,7bC 8,4aA 5,6bB 6,0cB 1,8aC 0,16aD
Cd (ug plant?) Pb (ug plant?)
Solo 17,6cD 82,7bB 70,0bC 86,3cB 109,2aA  59,9aC 112,4aA | 2,4bC 5,52A 3,2bB 3,8bB 4,2cB 0,19bD 5,0aA
Solo + BC 39,3bC 134,9aA  65,1bB 118,1bA  80,2bB 69,%9aB 47,0bC 2,1bC 1,1bD 8,7aA 6,1aB 7,9aA 7,3aA 2,8aC
Solo + RE 76,1aD 121,2aB  178,2aA 176,9aA  104,1aC  42,1bE 54,9bE 6,8aA 2,5bC 7,32A 4,3bB 6,1bA 0,5bD 3,3aC
Cr (ug plant?)
Solo 3,5aC 0,78aD 6,9aB 7,8aA 6,4bB 7,2aB 0,17bD
Solo + BC 0,15bC 0,28aC 1,2cC 0,25cC 6,1aA 4,9bB 0,17bC
Solo + RE 0,16bC 0,18aC 4,6bA 2,9bB 2,9cB 2,7cB 4,93aA

*meédias seguidas de letras iguais, mindsculas na coluna (comparacéo entre os tratamentos de solo) e maiusculas na linha (comparagéo entre os tratamentos bacterianos), ndo diferem entre

si pelo teste de Scott Knott (5%).
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Tabela 8. Quantidade acumulada de macro e micronutrientes, zinco e metais pesados na raiz de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) sob a influéncia de diferentes isolados
bacterianos e adicao de 5% de pergaminho de café, na forma de biocarvao (BC) e residuo in natura (RE), em solo multicontaminado por metais pesados.

Tratamento Controle CARS8 CAR18 E23 R49 R60 E92 Controle CAR8 CARI18 E23 R49 R60 E92
N (mg plant?) S (mg plant?)
Solo 13,6bC 28,5bB 54,4aA 33,5bB 34,5bB 45,2bA 41,2aA 3,7bB 5,3bB 10,7aA  9,7aA 8,3bA 12,7aA 11,6bA
Solo + BC 53,9aA 61,6aA 32,7bB 56,7aA 65,0aA 43,2bB 50,8aA 22,1aA 30,7aA 16,4aB  16,3aB 18,9aB 13,1aB 23,0aA
Solo + RE 52,6aB 40,1bB 66,0aA 42,0bB 74,7aA 77,3aA 28,0bC 22,6aA 9,5bB 16,1aA 9,3aB 17,9aA 19,5aA 9,5bB
P (mg plant?) Fe (ug plant?)
Solo 1,3bB 1,8bB 4,1aA 3,7aA 2,3bB 3,5bA 2,5bB 9,1bB 19,7bB  40,1bA 25,1aA 32,8aA 34,8bA 31,6aA
Solo + BC 4,0aA 5,2aA 2,6bB 3,1aB 4,8aA 4,5bA 4,7aA 33,8aB 48,0aA 30,3bB  22,5aB 51,0aA 41,3bA 49,9aA
Solo + RE 4,2aA 3,4bB 4,9aA 2,6aB 4,9aA 6,5aA 2,9bB 47,9aB 30,9bB  79,1aA 21,4aB 33,4aB  73,9aA 31,4aB
K (mg plant?) Mn (ug plant?)
Solo 4,5bB 6,8cB 15,7bA 11,5cA 12,8cA 15,0cA 18,7bA 274,1bC  976,3bB 2001aA 1270aB 833,9bB 801,5bB 702,8aB
Solo + BC 47,2aB 62,6aA 42,0aB 72,6aA 67,1aA 51,5bB 65,6aA 669,1bB  1411bA 930,5bB 981,9aB 1480aA 920,0bB 889,6aB
Solo + RE 49,0aB 20,6bC 36,6aC 24,9bC 38,5bC 64,7aA 19,5bC 2132,4aA 2067aA 2049aA 1296aB 1001bB 2322aA 850,3aB
Ca (mg plant?) Cu (ug plant?)
Solo 3,1bC 6,7bB 11,7aA 12,4aA 8,6bB 12,0bA 8,5bB 35,8bB 92,5bA  140,8aA 115,4aA  124,3aA 158,8aA 141,0aA
Solo + BC 18,9aA 24,5aA 11,9aA 15,9aA 18,0aA 18,8aA 20,2aA 231,4aA  248,7aA 139,3aA 132,6aA  207,1aA 176,2aA 221,4aA
Solo + RE 23,7aA 8,7bB 15,83A 10,6aB 19,0aA 21,3aA 10,3bB 264,2aA  99,8bB  204,4aA 105,5aB 186,9aA 248,3aA 146,9aB
Mg (mg plant?) B (ug plant?)
Solo 1,9bB 4,3bB 8,0aA 6,1aA 6,6aA 8,5aA 5,8bA 32,0bB 62,3bB  103,9bA 77,7aA 97,7bA  105,0bA 97,3bA
Solo + BC 9,2aA 9,3aA 6,4aA 7,2aA 9,7aA 7,6aA 9,7aA 122,1aB  142,2aA 89,7bB 111,5aB 172,8aA 133,1bA 154,9aA
Solo + RE 10,2aA 4,7bB 10,2aA 5,0aB 10,7aA 11,0aA 5,7bB 114,8aB  87,9bB  198,8aA 81,5aB 123,8bB 211,4aA 87,1bB
Zn (ug plant?) Ni (ug plant?)
Solo 701,8bD  1740bC 2922hB 2163aC 1837bC  2599bB  3632aA | 4,5bB 9,3bB 22,4bA  12,0aB 19,1aA  19,8bA 18,3bA
Solo + BC 2478aA 2652aA 1616cB 1465aB 2747aA 2145bA 2665bA 21,1aB 30,2aA 19,7bB  13,5aB 30,4aA 25,6bA 33,8aA
Solo + RE 2825aB  1762bC 3638aA 1855aC 2809aB  4291aA  2279bC | 21,9aB 17,7bB  50,0aA 11,3aB 20,1aB  40,3aA 18,0bB
Cd (ug plant?) Pb (ug plant?)
Solo 8,7cC 23,5bB 48,1aA 34,2aB 26,6bB 37,9aB 61,2aA 25,0bB 81,5cA  113,7bA 85,4aA 91,7aA  93,5bA 103,02A
Solo + BC 34,8bA 51,5aA 27,1bA 39,9aA 44,2aA 27,6bA 35,6bA 105,1aA  128,0bA 79,3cB 61,1aB 131,7aA 108,8bA 125,6aA
Solo + RE 55,3aA 28,4bB 43,3aB 33,0aB 53,1aA 56,0aA 34,8bB 134,0aC  209,0aB 194,9aB 66,3aD 106,3aC 241,5aA 86,9aD
Cr (ug plant?)
Solo 8,4bC 17,3bB 58,9bA 22,5aB 25,3aB 21,1bB 20,7bB
Solo + BC 46,0aA 61,3aA 39,5bA 14,3aB 37,5aA 41,3bA 48,0aA
Solo + RE 27,8aB 31,3bB 83,6aA 14,5aB 16,7aB 82,3aA 18,5bB

*médias seguidas de letras iguais, mindsculas na coluna (comparagao entre os tratamentos de solo) e maiusculas na linha (comparagdo entre os tratamentos bacterianos), ndo
diferem entre si pelo teste de Scott Knott (5%).
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3.1.1 Andlise dos componentes principais (PCA)

A anélise de componentes principais (CP) foi composta pelas variaveis pH, MO e
concentracfes de K, P, Ca, Mg, S, B, Mn, Na, Zn e Pb no solo (Figura 1). Os teores de
macronutrientes, micronutrientes, zinco e metais pesados na parte aérea e na raiz das plantas de
feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) compuseram as analises apresentadas pelas figuras 2 e
3.

Os autovalores associados aos componentes principais (CP) da analise referentes a
fertilidade do solo estdo apresentados na tabela 9. As duas primeiras componentes

correspondem a 57,7% da variancia total dos dados.

Tabela 9. Autovalores associados aos componentes principais (CP) com sua proporgéo relativa
e proporcao acumulada em relacdo a analise da fertilidade do solo.

CP1 CP2

Autovalor 444 3,00
Proporcdo  34,2% 23,5%
Acumulado  34,2% 57, 7%

A figura 1 mostra o grafico dos escores da componente principal 1 versus os da
componente principal 2 e as correlagBes positivas e negativas entre as variaveis analisadas em
relacdo a fertilidade do solo.

As variaveis analisadas foram influenciadas pelo tratamento que utilizou o residuo in
natura. Observa-se na figura 1 que os tratamentos ficaram agrupados de acordo com o tipo de
substrato utilizado (tratamento de solo), independente do isolado de bactéria aplicado,
mostrando claramente um efeito do substrato. As varidveis tiveram mais influéncia no
tratamento com o residuo organico in natura. As variaveis Na, S, K, pH, B e Mg apresentaram
uma correlacdo negativa com Ca, P, Mn, Zn Pb e Fe.

A tabela 10 apresenta as varidveis mais representativas em relacdo aos eixos 1 e 2 no
solo sob a influéncia dos tratamentos. Observa-se que Fe, Pb, Zn e Mn foram mais

representativos no eixo 1 e Ca, Mg, MO e B no eixo 2.
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Figura 1. Gréfico dos escores da componente principal 1 versus componente principal 2.
Analise das correlagdes entre as variaveis estudadas com base no componente principal 1 versus
componente principal 2. Legenda: Solo; BC: solo acrescido de 5% de biocarvao pergaminho de
café e Pnat: solo acrescido de 5% de (residuo) pergaminho in natura. Bactérias: azul: sem
bacteria; amarelo: Bacillus thuringiensis (IAC-CARS); verde: Priestia megaterium (IAC-
CAR18); vermelho: Bacillus cereus (IAC-E23); rosa: Arthrobacter sp. (IAC-R49); cinza:
Bacillus cereus 2 (IAC-R60); preto: Priestia megaterium 2 (IAC-E92).

Tabela 10. Valores das variaveis mais representativas associados aos eixos 1 e 2 (loadings) da
analise da fertilidade do solo, obtidos em amostras de solo, solo com adi¢éo de 5% de biocarvao
e solo com adicdo de 5% de residuo in natura coletadas no final do experimento, cultivados

com feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) com inoculacdo de isolados bacterianos.

Fe Pb Zn Mn Ca Mg MO B
Eixol 0451 0,419 0,293 0,285 0,154 -0,060 -0,010 -0,196
Eixo2 0,01 0,211 0,117 0,322 0,456 0,392 0,387 0,333

Legenda: Fe: ferro; Pb: chumbo; Zn: zinco; Ca: célcio; Mg: magnésio; B: boro.

Em relacdo aos teores de macronutrientes, micronutrientes e metais pesados obtidos na
parte aérea das plantas de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), as duas primeiras
componentes descrevem 63,1% da variancia total dos dados (Tabela 11). Os teores de nutrientes

e metais pesados na raiz somam 64,9% da variancia total dos dados (Tabela 11).
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Tabela 11. Autovalores associados aos componentes principais (CP) com sua proporgéo

relativa e proporcao acumulada em relagdo a analise da massa de parte aérea e raiz.

CP1 CP2 CP1 CP2
PA PA Raiz Raiz

Autovalor 569 441 756 284
Propor¢cdo 355 27,6 47,2 17,7
Acumulado 355 63,1 47,2 64,9

A figura 2 mostra o grafico dos escores da componente principal 1 versus os da
componente principal 2 e as correlagdes positivas e negativas entre as varidveis de macro e
micronutrientes, zinco e metais pesados analisadas na parte aérea das plantas. As variaveis estao
na tabela 14.

. . *L5il
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Figura 2. Gréafico dos escores da componente principal 1 versus componente principal 2.
Analise das correlacdes entre as variaveis estudadas com base no componente principal 1 versus
componente principal 2. Legenda: Solo; BC: solo acrescido de 5% de biocarvéo pergaminho de
café e Pnat: solo acrescido de 5% de (residuo) pergaminho in natura. Bactérias: azul: sem
bactéria; amarelo: Bacillus thuringiensis (IAC-CARS8); verde: Priestia megaterium (IAC-
CAR18); vermelho: Bacillus cereus (IAC-E23); rosa: Arthrobacter sp. (IAC-R49); cinza:
Bacillus cereus 2 (IAC-R60); preto: Priestia megaterium 2 (IAC-E92).
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Tabela 12. Valores das variaveis mais representativas associados aos eixos 1 e 2 (loadings) dos
teores de macro, micronutrientes e metais pesados da parte aérea das plantas de feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformis) cultivadas no solo, solo com adi¢do de 5% de biocarvéo e solo com
adicdo de 5% de pergaminho in natura.

Zn Mn Mg Cu P B
Eixol 0,398 0,371 0,355 -0,028 -0,036 -0,005
Eixo2 -0,078 -0,085 -0,044 0442 0,391 0,398

Legenda: Zn: zinco; Mn: manganés; Mg: magnésio; P: fosforo; B: boro.

A MSPA apresentou uma correlagdo positiva com K, P e Cu no tratamento com BC e
uma correlacdo negativa com Ca, Cd, S, Cr, Pb, Ni e Zn. As plantas cultivadas no tratamento
com BC e com o residuo in natura tiveram uma correlacdo negativa com os metais pesados e
Zn.

A figura 4 mostra o grafico dos escores da componente principal 1 versus os da
componente principal 2 e as correlagdes positivas e negativas entre as variveis de macro e
micronutrientes, zinco e metais pesados analisadas na raiz das plantas. As variaveis estdo na
tabela 15.
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Figura 3. Gréafico dos escores da componente principal 1 versus componente principal 2.
Analise das correlacdes entre as variaveis estudadas com base no componente principal 1 versus
componente principal 2. Legenda: Solo; BC: solo acrescido de 5% de biocarvéo pergaminho de
café e Pnat: solo acrescido de 5% de (residuo) pergaminho in natura. Bactérias: azul: sem
bactéria; amarelo: Bacillus thuringiensis (IAC-CARS8); verde: Priestia megaterium (IAC-
CAR18); vermelho: Bacillus cereus (IAC-E23); rosa: Arthrobacter sp. (IAC-R49); cinza:
Bacillus cereus 2 (IAC-R60); preto: Priestia megaterium 2 (IAC-E92).
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A MSR correlacionou-se positivamente com o nutriente K, nos tratamentos com BC e
pergaminho in natura. Apresentou correlagdo negativa com os metais pesados e com o0 Zn. As

variaveis mais expressivas no eixo 1 foram Zn, Mg, P e B e no eixo 2 foram Ca e S (Tabela 13).

Tabela 13. Valores das variaveis mais representativas associados aos eixos 1 e 2 (loadings) dos
teores de macro, micronutrientes e metais pesados da parte aérea das plantas de feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformis) cultivadas no solo, solo com adicdo de 5% de biocarvédo e solo com

adicdo de 5% de pergaminho in natura.

Zn P Mg B Ca S
Eixol 0,320 0,308 0,305 0,295 0,109 0,045
Eixo2 0,016 0,126 0,209 -0,148 0,456 0,426

Legenda: Zn: zinco; P: fosforo; Mg: magnesio; B: boro; Ca: célcio; S:enxofre.

3.2 Atividade das enzimas do estresse oxidativo

A atividade das enzimas do estresse oxidativo avaliadas nas folhas e nas raizes das
plantas foi influenciada pelos tratamentos do solo e inoculacdo das bactérias (Figuras 4,5 e 6).
No geral, a maior atividade da peroxidase do ascorbato (APX) foi observada nas plantas
crescidas no solo (sem adicdo de BC e residuo in natura), tanto na folha como na raiz (Figura
4). A atividade na folha das plantas crescidas no solo foi significativamente maior com a
inoculagédo dos isolados IAC-CARS, IAC-CAR18, IAC-E23 e IAC-E92; no solo com adigéo de
BC, os isolados IAC-CAR18, IAC-R60 e IAC-E92 se destacaram e no solo com residuo in
natura, os isolados IAC-CAR18, IAC-E23, IAC-R49 e IAC-R60 diferiram significativamente
do controle (Figura 4). A atividade na raiz das plantas aumentou significativamente no solo e
no solo com o residuo in natura com a inoculagédo de IAC-E23 e IAC-E92, mas diminuiucom
os isolados IAC-CAR8 e IAC-CAR18.

A enzima catalase (CAT) mostrou maior atividade nas plantas cultivadas no solo com
adicdo do biocarvao, tanto na folha como na raiz (Figura 5). A atividade na folha das plantas
crescidas no solo aumentou significativamente com a inoculagdo do IAC-CAR18, IAC-E23 e
IAC-E92, masdiminuiu com ainoculacdo de IAC-CARO08, IAC-R49 e IAC-R60, comparando-

se com o controle (sem inoculacdo de bactéria). No solo com BC e no solo com o residuo in
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natura, as plantas do controle apresentaram maior atividade da enzima em relagdo aos isolados
bacterianos (Figura 5). A inoculacdo de todos os isolados aumentou a atividade da enzima nas
raizes das plantas crescidas no solo. No solo com BC e no solo com o residuo in natura, a
atividade aumentou com a inoculacéo de IAC-CARS8, IAC-CAR18, IAC-R49 e IAC-E92, mas
diminuiu com IAC-E23 e IAC-R60, em relagdo ao controle (Figura 6).

No geral, a superoxido dismutase (SOD) apresentou maior atividade nas folhas das
plantas cultivadas no solo com adic¢do do residuo in natura (Figura 6). A atividade nas plantas
crescidas no solo aumentou com a inoculagao de IAC-CARS8, mas diminuiu com IAC-CAR18,
IAC-E23, IAC-R49 e IAC-R60 comparando-se com o controle. No solo com adi¢do de BC,
houve diminuigdo da atividade com os isolados IAC-CARS, IAC-E23 e IAC-R49. Entretanto,
no solo com o residuo in natura, houve aumento da atividade da SOD nas folhas das plantas
com IAC-CARS, IAC-E23, IAC-R49 e IAC-E92 (Figura 6). A atividade na raiz das plantas
crescidas no solo foi significativamente maior com a inoculacao de IAC-E23, mas menor com
IAC-CARS, IAC-CAR18 e IAC-R49, em relagdo ao controle. No solo com adi¢do de BC, a
inoculagéo de IAC-CARS, IAC-CAR18, IAC-R60 e IAC-S92 aumentou a atividade radicular
da SOD, enquanto o isolado IAC-R49 diminuiu. No solo com o residuo in natura, maior
atividade foi observada com inoculacdo do isolado IAC-E23 e menor com IAC-CAR18, IAC-
R60 e IAC-E92 (Figura 6).
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Figura 4. Atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) nas folhas (A) e na raiz (B) de
feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) sob a influéncia de diferentes isolados bacterianos e
adicdo de 5% de pergaminho de café, na forma de biocarvao (BC) e residuo in natura (RE), em
solo multicontaminado por metais pesados. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knot a 5% (letras minusculas comparam tratamentos bacterianos e letras maiusculas
comparam os tratamentos de solo).
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Figura 5. Atividade da enzima catalase (CAT) nas folhas (A) e na raiz (B) de feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformis) sob a influéncia de diferentes isolados bacterianos e adicdo de 5% de
pergaminho de café, na forma de biocarvdo (BC) e residuo in natura (RE), em solo
multicontaminado por metais pesados. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knot a 5% (letras minusculas comparam tratamentos bacterianos e letras maitsculas comparam
os tratamentos de solo).
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Figura 6. Atividade da enzima dismutase do superoxido (SOD) nas folhas (A) e na raiz (B) de
feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) sob a influéncia de diferentes isolados bacterianos e
adicdo de 5% de pergaminho de café, na forma de biocarvao (BC) e residuo in nautra (RE), em
solo multicontaminado por metais pesados. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knot a 5% (letras mindsculas comparam tratamentos bacterianos e letras maidsculas
comparam os tratamentos de solo).

3.3 Peroxidacao de lipideos
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Os resultados de peroxidacdo de lipidios apresentaram efeito de interacéo e dos fatores
isolados tanto na folha quanto na raiz (Tabela 14).

A producdo de MDA foi maior nas folhas do que nas raizes (Tabela 14). Nas folhas das
plantas cultivadas no solo com BC e no solo com o residuo in natura, a inoculacdo de todos 0s
isolados bacterianos aumentou a produgdo de MDA em relagdo ao controle. No solo com BC,
a peroxidacdo de lipideos foi significativamente maior com IAC-R49 e IAC-R60. No solo, a
inoculacdo das bactérias IAC-CAR18, IAC-E23 e IAC-E92 produziu mais MDA nas folhas,
enquanto os isolados IAC-CARS, IAC-R49 e IAC-R60 diminuiu (Tabela 14). No geral, as
plantas crescidas no solo tiveram maior producdo de MDA na folha. Na raiz das plantas
crescidas no solo com o residuo in natura houve maior producao de MDA com a inoculagao de
IAC-CARS, IAC-CAR18 e, principalmente, com IAC-E92. No solo a inoculagdo de 1AC-
CARS8, IAC-CAR18 e IAC-R49 aumentou a producao de MDA na raiz, mas IAC-E23, IAC-
R60 e IAC-E92 diminuiu. Na raiz das plantas crescidas no solo com adi¢do de BC, a inoculagao
de IAC-CAR18 aumentou e os isolados IAC-CARS, IAC-E23, IAC-R49 e IAC-R60 diminuiu
(Tabela 14).
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Tabela 14. Producdo de MDA (nmol g) na folha e na raiz de feijdo-de-porco (Canavalia
ensiformis) sob a influéncia de diferentes isolados bacterianos e adi¢cdo de 5% de pergaminho

de café, na forma de biocarvdo e residuo organico, em solo multicontaminado por metais

pesados.
Tratamentos
Bactérias Solo Biocarvéo Residuo
Controle 46,4Ba 21,4Db 23,4Chb
IAC-CARS 37,7Ca 28,4Cb 33,6Ba
IAC-CAR18 55,7 Aa 31,8Cc 44,7Ab
Folhas IAC-E23 55,3 Aa 29,4Cc 36,9Bb
IAC-R49 37,6Ch 50,0Aa 32,2Bb
IAC-R60 37,7Ca 42,3Ba 35,6Ba
IAC-E92 59,2Aa 32,4Cb 36,3Bb
Controle 11,0Ca 12,6Ba 4,9Db
IAC-CARS 18,5Aa 7,0Cb 22,9Ba
IAC-CARI18 14,1Bb 28,0Aa 9,1Cc
Raiz IAC-E23 6,5Da 1,5Db 5,7Da
IAC-R49 18,7Aa 2,7Db 2,0Db
IAC-R60 6,0Da 2,7Db 2,6Db
IAC-E92 2,6EC 13,5Bb 40,4Aa

*médias seguidas por letras iguais, minusculas na linha (entre os solos) e maiusculas na coluna
(entre as bactérias), ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott Knott (5%).

3.4 Perfil de aminoacidos e poliaminas

O perfil de aminoécidos livres totais e poliaminas na folha e na raiz foi alterado pela
adicdo do BC, residuo in natura e dos isolados bacterianos (Figura 7, Tabelas 15 e 16). As
concentracdes de histidina, &cido aspartico, acido glutdmico e glutamina foram maiores nas
folhas, enquanto na raiz predominaram lisina, glutamina e &cido glutdmico (Figura 7).

Em plantas que cresceram no solo, as concentracOes foliares de glicina, glutamina,
lisina, valina, agmatina, acido aspartico, prolina, acido glutdmico e gaba foram maiores nas
plantas do controle (sem inoculacdo de bactéria); todos os isolados diminuiram os teores de

glicina, glutamina, lisina, valina e acido aspartico; todos os isolados bacterianos aumentaram
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significativamente os teores de histidina e putrescina; os isolados IAC-E23 e IAC-R49
aumentaram os teores de arginina e IAC-CAR18, IAC-R49, IAC-R60 e IAC-E92
incrementaram de espermina, em relacao ao tratamento controle (Tabela 15). No solo com BC,
as concentracdes foliares de arginina e gaba foram maiores nas plantas do controle; todos os
isolados bacterianos aumentaram significativamente os teores de histidina e glicina; os isolados
IAC-CAR18 e IAC-E23 aumentaram os teores de glutamina, lisina, cido aspartico, agmatina,
espermina, prolina e &cido glutamico; IAC-R60 e IAC-E92 de putrescina; a concentragdo de
valina ndo variou com os tratamentos bacterianos. No solo com o residuo in natura, as
concentracOes foliares de glicina, histidina, prolina, e gaba foram maiores nas plantas do
controle, enquanto valina e &cido glutdmico ndo variaram entre os tratamentos bacterianos; a
inoculacdo de IAC-CARS8, IAC-CAR18, IAC-E23, IAC-R49 e IAC-E92 diminuiu a
concentracdo foliar de prolina; a inoculacdo de IAC-E23 aumentou a concentracdo de
glutamina, lisina, putrescina, arginina, acido aspartico e espermina em relacdo ao tratamento
controle (Tabela 15).

No solo, a inoculacdo de todos os isolados bacterianos, principalmente o IAC-E92,
aumentou a concentracdo de triptofano, tirosina e gaba na raiz das plantas (Tabela 16); a
inoculacdo de IAC-CAR18 e IAC-R60 aumentou a concentracdo de glicina, glutamina, lisinae
acido glutdmico na raiz; IAC-R49 e IAC-E92 aumentaram as concentracdes radiculares de
quase todos os aminoacidos e poliaminas; a inoculacdo de IAC-E23 aumentou 0s niveis de
lisina, histidina, putrescina, arginina, prolina e acido aspartico; IAC-CAR18, IAC-R49 e IAC-
E92 diminuiram os niveis de putrescina nas raizes, em relacdo ao tratamento controle. No solo
com adigdo de BC, a inoculagéo dos isolados IAC-R49 e IAC-E92 aumentou a maioria dos
amino&cidos radiculares e poliaminas; o isolado IAC-E23 diminuiu a concentracdo de prolina.
No solo com adi¢éo de residuo in natura, a inoculacdo de IAC-CARS8 e IAC-CAR18 aumentou
as concentragdes radiculares de glutamina, lisina, valina, putrescina, arginina, prolina, acido
glutdmico e aspartico, enquanto B49 e B60 aumentaram as concentracdes de triptofano,
putrescina, prolina, tirosina, acido aspartico, &cido glutdmico e gaba (Tabela 16).

99



Shoots

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

20%

- I I I I I I

0% I
w
o
+
)
(%]

W Gaba
HGlu
W Asp
HGly
W Put
HArg
His
W Lys

IIIIIIIII -
w
o
+
)
(%]

Soil T

@)
[=2]
+
S
(%)

B Spm
TRETIETI T REo R0 R
Doy + 2+ Dy Doy + 2+ 2t
55 B o o 3% B o ©Bo
w un wv un (%] wn un w un w un
Control CA8 CA18 S23 B49 B60 P92

Roots
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

O

o

*

<)

wv

30%
Control CA8 CA18 S23 B49 B60

H Gaba
HGlu
W Asp
HGly
W Put
uTyr
W Arg
His
HLys

0,
20% HGIn

10% H Spm

0%

Soil I
SOil

Soil + BC I

Soil T

SOl -+ B(C. 100000000 s I

SOl -+ RE /00—
SO |

SOil + BC i N
Soil + RE I

SO | O
Soil + BC I e —

SOl -+ R 0000000 S

Soil I -

Soil + BC [

Soil + RE
Soil N e ——

Soil + RE I

o
o
N

Figura 7. Perfil de aminoécidos e poliaminas em folha e raiz de feijdo-de-porco (Canavalia
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de café, na forma de biocarvéo e de residuo in natura, em solo multicontaminado.
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Tabela 15. Concentracao de aminoacidos e poliaminas em folhas de plantas de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) sob a influéncia de diferentes
isolados bacterianos e adi¢do de 5% de pergaminho de café, na forma de biocarvao ( BC) e residuo orgéanico (RE), em solo multicontaminado por
metais pesados.

Tratamentos controle CARS8 CAR18 E23 R49 R60 E92 controle CARS8 CAR18 E23 R49 R60 E92
Glicina (ugg 1) Arginina (ug g 1)
Solo 414,0aA 63,3bC 106,5bB 84,9bB  90,5aB  51,1bC 66,3aC | 17.1bC 12,7aC 5,0bD 46,3aA  34.7aB 16,6aC 19,8aC
Solo + BC 51,0cC 66,4bB 251,3aA 161,2aB 79,3aB  154,2aB  73,6aB | 26.2aA 11.0aB 8.9bB 15,6bB  14.1bB 12.6aB 13.8aB
Solo + RE 314,0bA 115,4aC 59,8cE 85,6bD  49,1bE  167,8aB  54,6aE 12,4bB 21.1aA 26.2aA  20,8bA  22,4bA 14.7aB 10.3aB
Glutamina (ug g ) Acido aspartico (ug g 1)
Solo 360,4aA 78.3bE  137,8bB 136,2cB 113,2aC  69,6CE 99.3aD | 494,7aA  188.6bE 269.0bD 211.6cE 342,7aC  388,5aB  214.3aE
Solo + BC 109,0cC 77.6bD 202.5aB 592.3aA 119,7aC 83.8bD 72.3bD | 201,9 bC 473,0aA  507.4aA 528,8bA 2255bC 349.9aB  240,3aC
Solo + RE 232,3bB  227.0aB 46.9cD  425,8bA 54.9bD 164,3aC  61.9bD | 241.9bD  463.0aB 150,1cF 597.1aA 179,9cE  377,4aC  101,5bG
Lisina (ug g 1) Prolina (ug g 1)
Solo 185,9aA 37,1cC  63,6bB  70,2bB  58.4aB 35,4 bC 37,1aC | 0,0217bA 0,0203bA 0,020aA 0,022bA 0,0193aA 0,0150bB 0,0170aB
Solo + BC 56,63cC 52,4 bC 112.1aB 190,2aA 47,6aC  40,03bD 30.6aD | 0,0170cB 0,0203bB 0,013aB 0,047aA 0,0186aB 0,020bB  0,0123aB
Solo + RE 132,5bB 959aC  35.2cE  197,5aA 23,8bF  64.2aD 18.0bF | 0,0746aA 0,0416aB 0,010bD 0,023bC 0,0180aC 0,0750aA 0,0200aC
Histidina (ug g ) Acido glutamico (ug g )
Solo 21,5cE 121,5bC 113,4cC 171,4aB 50.2bD  203.3bA 174,5aB | 321,7aA  198.0aB 270,7aA 190,0bB 159.2aB  228.9aB  275,3aA
Solo + BC 49,0bD  524,7aA 236,8aB 183,7aB 135,1aC 466,81aA 118,4bC | 97,7bB 275,4aA  160,5bB 258.2aA 114,5aB  229,9aA  215.1bA
Solo + RE 138,3aA 99,0 cB  159,3bA 111,1bB 63,2bC 120,2cA  13,15cD | 104,5bA  198,0aA  159,6bA 174,5bA 172,5aA 182,3aA  176,3bA
Valina (ug g *) Gaba (g g ™)
Solo 0,043aA 0,010aB 0,015bB 0,010bB 0,010aB 0,010aB nd 158,8bA  181.2bA  46,2bB  110,8bB 144,6aA 68.7aB 69.2aB
Solo + BC 0,013aB 0,016aB 0,043aA 0,016bB 0,010aC 0,013aB nd 176,2bA  58,4cB 140,4aA 134,7bA 124,8aA  84,5aB 31.9bB
Solo + RE 0,026aB 0,026aB nd 0,053aA 0,010aC 0,026aB nd 285,2aA  244,7aA 158 cC 241,6aA 96,5aB 71.6aB 18,4cC
Agmatina (ug g 1) Espermina (ug g 1)
Solo 187.2aA 96,0aB  155,3aA 202.7aA 112.4bB 96.2aB 86.9aB | 6,0 bC 4.1aC 14,8bB  6,3cC 35.2aA 12,4bB 12.3aB
Solo + BC 65,0bB  78.4aB  167,4aA 53.8bB  76,7bB  60,8aB 45,3bB | 5,8bC 6.3aC 21.2aA  153bB  22,5bA 9.1cC nd
Solo + RE 86,0bB  80.4aB  86,6bB  96,6bB  215,9aA 68,0aB 82.9aB | 16,5aC 7.6aD 16,9 aC  28,5aA  19,9bC 23,5aB nd
Putrescina (ug g 1)
Solo 51,7aC  83,5aB  84.6aB  118,4aA 93.1aB  74.8aB 80.4aB
Solo + BC 45.2aB 61.2aB 60,7bB  72,0bB  66,0bB  86,8aA 98,8aA
Solo + RE 50.1aB  79,6aA 51,5bB  106.2aA 49,2bB  99,7aA 86,8aA

*médias seguidas por letras iguais, mintsculas na coluna e maidsculas na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott Knott (5%).
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Tabela 16. Concentracdo de aminoacidos e poliaminas na raiz de plantas de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) sob a influéncia de diferentes
isolados bacterianos e adicdo de 5% de pergaminho de café, na forma de biocarvédo (BC) e residuo organico (RE), em solo multicontaminado por

metais pesados.

Tratamentos controle CARS8 CAR18 E23 R49 R60 E92 controle CARS CAR18 E23 R49 R60 E92
Glicina (ug g Arginina (ug g?1)

Solo 99,5bB 78,6aB  199,0aA 112,5aB 84,5cB 161,8aA 228,2aA 42,8aB 29,4bC 31,4bC 68,4aA 29,7aC 27,3aC 76,0aA

Solo + BC 113,1bB  103,3aB  230,6aA 99,9aB 237,8aA 76,0bB 181,5bA 22,4bB  27,5bB  24,8bB n.d. 26,8aB  16,4bC 40,0bA

Solo + RE 217,1aA  125,8aB 187,0aA 155,2aA 144,4bA  65,2bB 158,4bA 37,2aB 47,1aB 61,5aA 54,0aA 11,9bC  15,9bC 47,7bB
Glutamina (ug g?) Prolina (ug g%

Solo 560,6aB 421,4bC  619,7aA 556,6aB 670,5aA 659,0aA 294,7bD 0,090aB 0,104aB 0,067aB  0,136aA 0,088aB 0,119aB 0,176aA

Solo + BC 221,4cB  257,2cB  207,7bB 144,2¢cB 380,0cA 194,1cB 357,6bA 0,041aB 0,051bB 0,045aB  0,019bC 0,073aA 0,037bB  0,041bB

Solo + RE 458,9bB  655,2aA 688,52A 361,7bC 501,7bB  363,0bC  451,6aB 0,037aB  0,013cC 0,055aB  0,117aA  0,117aA 0,049bB  0,053bB

Lisina (g g?) Tirosina (ug g?)

Solo 232,0aB  162,4bB 364,2aA 302,0aA 298,6aA 303,7aA 160,5aB 22,7ab  47,3aB 32,5aC 53,9aB 55,0bB  40,0aC 119,4aA

Solo + BC 86,8bB  163,4bB 97,5bB 71,7cB 317,0aA 150,2bB  161,0aB | 26,2aB  14,1bC  9,3bC 5,7bC 96,7aA  32,1aB 18,6¢C

Solo + RE 225,8aB  332,5aA 354,0aA 188,5bB 228,7aB  197,7bB 206,3aB 16,7aC  159bC  18,2bC 15,8bC 54,2bA  26,6aC 34,4bB
Histidina (ug g?) Acido aspartico (ug gt

Solo 26,3aB 98,9aA  96,4aA 70,4aA 21,8aB 13,5aB 0,0 94,0aB 103,9aB  123,7aB  148,7aA  153,8aA 149,2aA 104,4aB

Solo + BC 52,5aA 33,9bA  29,3bA 19,0bB 0,0 7,5aB 0,0 73,1aB  42,2bB  57,8bB 46,7bB 125,8aA 92,9bA 94,3aA

Solo + RE 40,7aA 51,1bA  49,3bA 37,4bA 17,7aB 15,4aB 5,6aB 61,8aB 108,2aA  94,6aA 58,1bB 141,9aA 90,2bA 98,6aA

Valina (ug g Acido glutamico (ug g%)

Solo 0,039aB 0,044aB 0,039bB 0,048aB 0,063bA 0,046bB 0,061aA 233,3aC  340,2aC  492,0aA  292,5a 468,7aB  410,5aB 550,8aA

Solo + BC 0,024bD  0,018bD 0,016cD 0,013cD 0,090aA 0,072aB 0,041bC 196,1aB 172,4bB  186,7bB  155,0bC  253,3bA 300,1bA 302,5bA

Solo + RE 0,035aB  0,03%9aB 0,069aA 0,029bB 0,038cB  0,036bB 0,018cD 227,2aC  334,1aB  209,3bA  267,9aC  429,1aA 237,3bC  259,2hC
Triptofano (ug g%) Gaba (ug g?b)

Solo 0,07aF 0,16aC  0,11aE 0,10aE 0,18aB 0,13aD 0,26aA 89,7aB 112,1aB  155,0aA  135,2aA  138,8aA 142,2aA 170,3aA

Solo + BC 0,05bC 0,03bD  0,04bD 0,02cD 0,19aA  0,14aB 0,06cC 83,9aA  81,3aA 64,6bA 73,5bA 81,5bA  93,4bA 135,0aA

Solo + RE 0,04bC 0,04bC  0,03bC 0,06bB 0,08bA  0,08bA 0,09bA 98,6aB  87,6aB 88,9bB 109,9aB  169,8aA 141,9aA  155,9aA
Putrescina (ug g?)

Solo 113,4aB  101,5aB  62,2bC 421,6aA 80,4bC  99,1aB 58,7aC

Solo + BC 54,0bC 42,70C  49,1bC 88,2bB 117,5aA 56,9bC 84,2aB

Solo + RE 77,4bC 93,2aB  103,8aB 61,2bC 136,3aA 110,1aB 54,7aC

*médias seguidas por letras iguais, minasculas na coluna e maidsculas na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott Knott (5%).
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3.5 Fator de Transferéncia (F), Indice de translocacdo (IT %) e Fator de Translocagdo
(FT)

De maneira geral, o Ni foi o metal que apresentou o maior valor de Fator de
Transferéncia (F), ou seja, foi o metal pesado que teve a maior transferéncia do solo para a
planta. No tratamento com solo, os valores de F do Cd e do Zn aumentaram com a inoculagéo
principalmente dos isolados E23 e E92. Em relacdo ao Ni, com excec¢édo da bactéria IAC-CARS,
todas os outros isolados foram eficientes em aumentar o F. O Pb também apresentou maiores F
com a inoculacgdo das bactérias CAR18, E23 e E92 (Figura 8).

No tratamento com BC, os valores de F do Zn diminuiram na presenca de todos os
isolados. Enquanto que a inoculacdo da bactéria R60 aumentou o F do Ni, os isolados E23 e
E92 diminuiram os valores de F do Ni e do Pb. No tratamento com o residuo in natura os valores
de F do Ni aumentaram com os isolados CAR18 e R60, enquanto que os F de Ni, Pb eZn

diminuiram com os isolados E23 e R49 (Figura 8).
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Figura 8. Fator de transferéncia (F) de Zn, Cd, Ni e Pb em feijdo-de-porco (Canavalia
ensiformis) sob influéncia de diferentes isolados de bactérias benéficas e adicao de pergaminho
de café, na forma de biocarvdo (BC) e de residuo in natura (RE), em solo multicontaminado.

Para avaliar o quanto do metal absorvido foi translocado para a parte aérea da planta foi
calculado o Indice de translocacéo (1T). O Cd foi 0 metal que apresentou os maiores I T, seguido
pelo Zn, depois pelo Pb e Ni (Figura 9). No tratamento com solo, com a inoculagdo da bactéria
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IAC-E23 houve uma maior translocacdo dos quatro metais pesados avaliados, enquanto que
com a adicdo do BC, as maiores translocacdes foram obtidas com o isolado 1AC-R49. No
tratamento com adigdo do residuo in natura, o Cd foi o MP que apresentou o maior IT (53,2%),
principalmente com a inoculagdo dos isolados IAC-CAR18, IAC-CARS, E23 e E49 (Figura9).
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Figura 9. Indice de Translocacdo (IT), em porcentagem, de Zn, Cd, Ni e Pb em feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformis) sob influéncia de diferentes isolados de bactérias benéficas e adicdo de
pergaminho de café, na forma de biocarvdo (BC) e de residuo in natura (RE), em solo
multicontaminado.

Os maiores FT foram observados para o Cd (Figura 10). No tratamento com solo, a
inoculacdo do IAC-E23 aumentou o FT dos quatro metais pesados, enquanto no solo com
adicédo de BC, o isolado E49 causou o mesmo efeito. Os maiores FT de Cd foram observados
nas plantas do tratamento com adicao do residuo in natura, principalmente com inoculacéo do
IAC-CAR18, com FT de 1,14, e do IAC-E23, que mostrou um fator de 1,0 (Figura 10).
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Figura 10. Fator de translocacdo (FT) de Zn, Cd, Ni e Pb em feijdo-de-porco (Canavalia
ensiformis) sob influéncia de diferentes isolados de bactérias benéficas e adicdo de pergaminho
de cafe, na forma de biocarvao (BC) e de residuo in natura (RE), em solo multicontaminado.

4 DISCUSSAO

Os resultados mostraram que tanto os tratamentos do solo quanto os isolados bacterianos
inoculados tiveram um efeito no crescimento e metabolismo das plantas. A inoculacdo de
bactérias foi eficaz no desenvolvimento das plantas sob solo contaminado com metais pesados.
Houve claramente mitigacao do estresse e ativacdo de mecanismos de defesa, com aumento da
atividade enzimatica e concentracdo de compostos antioxidantes, conforme também ja relatado
por Chen et al. (2017). A inoculacédo de todos os isolados bacterianos promoveu aumento na
producdo de massa do feijoeiro, sendo que Bacillus thuringiensis (IAC-CARS8) se destacou em
todos os tratamentos de solo (Tabela 2). No solo, todos os isolados promoveram crescimento
das plantas com incrementos de 43 a 147% na parte aérea e 130 a 334% na raiz. No solo com
BC, os valores aumentaram de 13 para 90% na parte aérea e cerca de 42% na raiz. O menor
efeito promotor foi observado em solo com o residuo in natura, sendo 6% na parte aérea e em
cerca de 50% do sistema radicular.

O crescimento e o desenvolvimento das plantas podem ser estimulados por fitormonios,

enzimas, antibidticos produzidos por bactérias (Pérez-Garcia et al. 2011), seja rizosféricas ou
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endofiticas. Todas as bactérias aplicadas foram positivas para producdo de sider6foros e
solubilizacédo de fosfatos (exceto IAC-R60- Bacillus cereus), o que deve ter contribuido para a
promocdo de crescimento mesmo sob condicdes de estresse.

Bacillus thuringiensis (IAC-CARS) apresentou efeito positivo, aumentando a biomassa
da parte aérea e da raiz das plantas de feijao-de-porco. E uma bactéria encontrada em baixo
namero no solo rizosférico, no entanto a sua inoculagdo no solo tem mostrado melhora no
crescimento das plantas através da fixacdo de N, dissolucdo de P e producdo de alguns
reguladores de crescimento como AlA, citocinas, além de controle bioldgico (Abdelmoaty et
al. 2022).

O solo € o ambiente onde ha maior quantidade de esporos de Bt (Khodyrev et al. 2020).
Os géneros Bacillus (Guo et al. 2010), devido a sua capacidade de produzir esporos, e
Arthrobacter (Xu et al. 2018b) sdo encontrados em solo contaminado com metal pesado.
Inoculacdo de B. thuringiensis no solo pode aumentar o crescimento e melharar a fisiologia das
plantas pela solubilizagdo de nutrientes minerais, sintese de reguladores de crescimento de
plantas, metabdlitos secundarios e secre¢Bes de enzimas (Abdelmoaty et al., 2022).

A bactéria Priestia megaterium (IAC-CAR18), anteriormente chamada de Bacillus
megaterium, é uma espécie utilizada na producdo de diversos bioprodutos, com muitas
aplicacbes biotecnoldgicas, como produgdo de vitamina B12, polimeros como o
polihidroxibutirato (PHB) e producéo in vivo e in vitro de algumas proteinas (Biedendieck et
al. 2021). Esses mesmos autores, em uma revisdo sobre a P. megaterium, relataram que essa
bactéria é considerada benéfica para o crescimento de plantas, atuando como biofertilizante e
responsavel por aumentos na concentracao de fitormonios e poliaminas, como a espermidina.

A aplicacdo de P. megaterium em Camellia sinensis (cha-da-india) promoveu acimulo
de compostos fendlicos nas folhas, relacionados a resisténcia da planta a varios estresses, além
de aumento na producéo de peroxidase relacionada a defesa da planta (Chakraborty etal. (2012).
Essa bactéria é capaz de produzir antibioticos e fungitoxinas (Uthandi e Sivakumaar, 2013), e
este mecanismo auxilia de forma indiretaa promogéo de crescimento. Observou-se nopresente
trabalho que esta espécie de bactéria foi capaz de promover o crescimento do feijdo- de-porco
quando aplicada com o residuo in natura, mas também no solo e com a adi¢do do biocarvéo
(Tabela 2).

O uso da biotecnologia no manejo do solo para aumentar a producdo de biomassa das
plantas potencializa a eficiéncia da técnica de fitorremediagao, contribuindo para uma melhora

na recuperacdo de areas contaminadas.
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Houve uma melhora no estado nutricional das plantas, sugerindo que essas bactérias
podem desencadear mecanismos pelos quais melhoram a absorgdo de nutrientes pela planta. De
uma maneira geral, observou-se que as plantas que receberam a bactéria Bacillus cereus (IAC-
E23), apresentaram maiores teores de macro e micronutrientes na parte aérea. Existe influéncia
dos microrganismos benéficos na aquisicdo de nutrientes pela planta, pelo aumento na
disponibilidade do nutriente na rizosfera e pela alteracdo da arquitetura radicular, além dos
mecanismos bioquimicos relacionados ao processo nutricional, como a acidificacdo da rizosfera
e regulacdo de genes envolvidos na captacao e translocacéo de ions (Pii et al., 2015).

Observou-se acumulo de macronutrientes nas plantas, como N, P, K e Mg, promovido
pela maioria das bactérias inoculadas nas plantas, nos trés tratamentos de solo, mostrando
interacdo eficiente entre a planta e a bactéria. A interacdo planta-microrganismo promove uma
maior eficiéncia nutricional relacionado ao crescimento e melhor absor¢édo de nutrientes pela
planta (Barretti et al. 2008).

Além da eficiéncia nutricional, outras atividades relacionadas a promocdo de
crescimento, tanto em ambientes sob estresse de excesso de metais pesados quanto em
ambientes normais, destacam-se: producdo de fitohormonios, siderdforos, solubilizacdo de
fosfatos, fixacdo bioldgica de nitrogénio e atividade de controle bioldgico, acidificacdo da
rizosfera, aumento da area superficial da raiz e de exudatos, melhorando a eficiéncia da
mobilizagdo dos metais pesados.

Isolados de bactérias endofiticas promoveram crescimento de plantas de cana-de-
acucar, verificado pelo aumento de matéria seca da parte aérea (66%), de raiz (54%) e aumento
de 68% no acumulo de N, resultante da eficiente interacdo planta-bactéria (Silveira et al. 2018).
Para os autores, bactérias benéficas que apresentam caracteristicas de promocéo do crescimento
vegetal tém potencial para serem usadas como inoculantes, sendo uma tecnologia menos
onerosa que a aplicagdo quimica e tem baixo impacto ambiental, permitindo um manejo agricola
sustentavel. Atendendo a demanda por uma agricultura mais sustentavel, ja existem alguns
bioprodutos com o género Bacillus, como Bacillus thuringiensis, Bacillus subitilis, Bacillus
sphaericus, entre outros; no entanto, pouco se sabe sobre a atuacdo de Bacillus cereuscomo

promotor de crescimento de plantas.

O solo utilizado apresentou alta concentragdo de Zn, 273,9 mg dm e, de acordo com a
Cetesb (2021), sendo que o VRQ (valor de referéncia de qualidade) é 60 mg dm™ para solo
agriculturavel. Mesmo assim, plantas de feijdo-de-porco apresentaram desenvolvimento

adequado nesta condicdo de estresse, 0 que sugere que esta planta é tolerante a certo excesso
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de Zn no solo e possui mecanismos de defesa eficientes, sendo adequada para programas de
fitorremediacéo.

O teor de Zn encontrado na massa da matéria seca das plantas foi muito maior do que
normalmente é encontrado na maioria das culturas. De acordo com Fageria (2000), o nivel
adequado de Zn em feijdo é de 18 mg kg™ de matéria seca, valor bem inferior ao encontrado
neste trabalho, cujos teores variaram de 56,2 a 363,4 mg kg™ na parte aérea, enquanto que na
raiz os valores foram ainda maiores (Tabela 6).

O teor de zinco nas plantas pode variar de acordo com os fatores do solo e da cultura,
porém os adequados situam-se em torno de 3 a 150 mg kg (Malavolta et al., 1997). Teores
acima de 200 mg kg nas plantas sdo considerados tdxicos, resultando na inibigdo do
desenvolvimento da raiz. As plantas cultivadas com o BC e com as bactérias apresentaram 0s
menores teores de Zn, tanto na parte aérea quanto na raiz, sugerindo que houve efeitodo BC na
retencdo desse elemento no solo, sugerindo certa fitoestabilizagdo. Além disso, o BC e as
bactérias Bacillus thuringiensis (IAC-CARS) e Priestia megaterium (IAC-E92) promoveram
maiores rendimentos de biomassa de parte aérea e raiz, respectivamente. Tais plantas exibiram
certa tolerancia ao excesso de Zn, pois ndo apresentaram sintomas visuais de toxicidade. As
plantas sem as bactérias (controle) apresentaram os maiores teores de Zn e uma reducao
significativa do crescimento (Tabela 2).

As BPCPs tém sido usadas com sucesso na promogao de crescimento, a0 mesmo tempo
em que reduzem (mitigam) o grau de toxicidade ou dano causado as plantas expostas aoestresse
causado por diferentes metais pesados (Ma et al. 2016).

A anélise multivariada mostrou que os substratos de cultivo das plantas foram um fator
importante na fitorremediacdo, sendo que o nutriente K correlacionou-se positivamente com a
biomassa das plantas. O uso de residuos, como o pergaminho, que apresenta teores elevados de
K, pode se tornar importante no fornecimento de nutrientes para a planta, viabilizando sua
utilizacdo agricola e diminuindo os danos ambientais, pois os residuos gerados pela industria
de café sdo incinerados, destinados a aterros sanitarios, descartados no esgoto, usados na
alimentacdo de gado ou utilizados como enchimento e adsorvente em material termofixo
(Mussato et al., 2011).

Em relacdo a fertilidade do solo, os metais Zn, Fe e Pb correlacionaram-se
negativamente com Ca, Mg, MO e B, sugerindo que a presenca desses metais interfere na
qualidade do solo. O tratamento com o residuo in natura junto com a bactéria Priestia

megaterium (IAC-CAR18) correlacionou-se positivamente com a MO, enquanto que a bactéria
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Arthrobacter (IAC-R49) mostrou correlagdo positivamente com o nutriente P. O tratamento
apenas com o solo e inoculagdo de Arthrobacter (IAC-R49) correlacionou-se positivamente
com o Fe e Pb.

Observou-se correlacdo entre a peroxidacéo lipidica o teor de Zn nas plantas, uma vez
que as maiores producbes de MDA foram nas plantas cultivadas no solo, as mesmas que
apresentaram 0s maiores teores de Zn na matéria seca. Os menores teores de Zn ocorreram nas
plantas cultivadas com adicdo de BC e o residuo in natura.

Os metais pesados quando absorvidos pelas plantas alteram o processo de transferéncia
de elétrons nas organelas celulares e proporcionam uma condicao favoravel a geragdo de EROs,
provocando a peroxidacdo de lipidios das membranas dos tecidos vegetais (Farmer e Mueller,
2013). Para evitar esses danos oxidativos, as concentragcdes das EROs devem ser mantidas em
condigdes ndo toxicas através de mecanismos antioxidantes enziméaticos e ndo-enzimaticos
(Mgller et al. 2007). Dentre os mecanismos enzimaticos envolvidos estdo a atividade da SOD,
CAT e APX. A atividade destas enzimas esta associada a manutencéo dos niveis de peroxidacao
de lipidios nas plantas submetidas a algum tipo de estresse (Maia et al. 2012).

De uma maneira geral, 0 excesso de metais induziu o estresse oxidativo, percebido
pelas alteracdes das taxas de peroxidacao de lipidio e nas atividades das enzimas APX, CAT e
SD.

Houve influéncia da bactéria Bacillus cereus (IAC-R60) no aumento da biomassa da
parte aérea, na reducao da peroxidacao de lipidios e maior atividade da enzima APX comparada
ao tratamento controle, quando aplicada em conjunto com o BC. Quando aplicada em conjunto
com o residuo in natura, houve influéncia no crescimento da raiz, na reducao da peroxidacao
de lipidios com aumento na atividade das enzimas SOD e APX, o que sugere que o feijdo- de-
porco apresentou mecanismo de defesa enzimatico sobre as EROs, influenciada pela presenca
da bactéria. A atividade das enzimas APX e SOD pode ser utilizada para identificar plantas que
apresentem sistemas antioxidantes eficientes para serem utilizadas em ambientes contaminados
por metais pesados (Li et al. 2012).

A presenca das bactérias Bacillus thuringiensis (IAC-CARS8), Bacillus cereus (IAC-
E23), Arthrobacter (IAC-R49) e P. megaterium (IAC-E92) no solo com adi¢do do residuo in
natura proporcionou aumento na atividade da SOD nas folhas. Aumento na atividade dessa
enzima sugere melhor tolerancia ao estresse oxidativo.

Além da promocdo de crescimento e da protecdo das plantas sob algum fator de

estresse ambiental, a presenca de microrganismos benéficos também provoca modifica¢6es no
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metabolismo de aminoacidos e poliaminas nas plantas, ativando mecanismos de defesa ndo
enzimaticos, caracterizados pelo aumento na concentracdo de aminodcidos e acumulo de
prolina.

Acumulo de prolina e aumento na concentracdo de aminoacidos foram observados em
plantas de feijdo-de-porco cultivadas em altas concentracfes de Zn e com inoculacdo de FMA.
Esse aumento foi induzido pelo excesso do metal pesado, mas nas plantas cultivadas na presenca
do FMA, os teores de prolina foram menores, sugerindo que a micorrizacdo promoveucerta
tolerancia da planta, melhorando seu desenvolvimento (Andrade et al. 2009). Concluiramque a
inoculagdo de FMA aumentou o acimulo de Zn nos tecidos e da biomassa da planta, tolerando
até 300 mg kg~! de Zn. A interagdo entre 0 microrganismo e a planta promoveu alteracoes
fisiologicas e nutricionais na planta que permitiu o seu crescimento, mesmo em condicfes de
excesso do metal, mostrando o potencial de utilizacdo do feijdo-de-porco e do FMA nos
programas de fitorremediacéo. Essa leguminosa tem crescimento rapido e toleraumaampla faixa

de pH do solo, seca, salinidade e condigOes de estresse por metais (Andrade et al. 2005).

No presente trabalho, também houve reducdo no acimulo de prolina nas plantas, com a
inoculacdo de bactérias benéficas, como observado nas folhas e raizes das plantas com a bactéria
Bacillus thuringiensis (IAC-CARS) e cultivadas com residuo in natura. Sugere-se queo excesso
de metais tenha induzido a sua producgdo, porém a presenca da bactéria foi um fator importante
na resposta fisioldgica da planta ao estresse, e a producdo de prolina foi menor quena planta do
controle (sem inoculacao de bactéria benéfica).

A prolina atua como um eliminador de radicais, sendo o seu acimulo induzido por
metais (Tripathi e Gaur, 2004), além de estar envolvida na quelacdo de ions metalicos (Sharma
etal. 1998). Esse aminoacido é estudado em funcéo da sua sensibilidade a condicdes de estresse,
uma vez que a prolina pode proteger a planta de compostos téxicos produzidos pela planta em
um momento de estresse (Ashraf et al. 2011).

As poliaminas putrescina, espermina e espermidina ocorrem naturalmente nas plantas
e podem ser utilizadas na defesa a condicBes adversas (Monteiro et al. 2014). Plantas
estressadas acumulam esses compostos, pois auxiliam na eliminacdo da EROs e ativam o
metabolismo antioxidante, promovendo a atividade de varias enzimas como a SOD, CAT e
APX para superar os efeitos deletérios das EROs (Haqg et al. 2021). As poliaminas sao
metabdlitos relevantes para sinalizar as respostas da planta ao estresse (Filippou et al. 2013),

amenizando os efeitos negativos e aumentando a tolerancia da planta (Ashraf et al. 2011).
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A concentracdo foliar de putrescina aumentou na maioria dos tratamentos com as
bactérias. Na raiz, aumentou no tratamento com solo e Bacillus cereus (IAC-E23). No
tratamento com BC e residuo in natura houve aumento dessa poliamina com a inoculagédo da
maioria dos isolados bacterianos.

Os aminoacidos sdo importantes na planta em condicdo de estresse por excesso de
metais pesados, porque promovem tolerancia e detoxificam o efeito negativo deles nas células
vegetais (Briat e Lebrun, 1999). A histidina, por exemplo, teve suas concentragfes aumentada
nas folhas das plantas cultivadas no solo com adi¢do de BC e bactérias. Para Callahan et al.
(2006), aminoacidos desempenham um papel importante na hiperacumulacdo de metais,
principalmente de Ni.

Valina, lisina e arginina apresentaram maiores concentracdes nas folhas e raizes em
alguns tratamentos com BC e bactérias. Lesko et al. (2007) verificaram que plantas de trigo, em
condicdes de excesso de Cd, apresentaram acumulo de aminoacidos como valina, lisina e
arginina tanto nas raizes como nas folhas.

Essa maior concentracdo de aminoacidos pode representar uma forma de adaptagéo da
planta para manter o seu crescimento em condi¢Oes de estresse. Em condic¢Oes de estresse
hidrico, as plantas acumulam biomoléculas como agUcares, proteinas e aminoacidos nas celulas,
para reduzir o potencial hidrico dentro delas (Nébrega et al. 2020). No entanto, é importante
destacar que também houve reducdo da concentracdo de alguns aminoécidos nas folhas e nas
raizes das plantas que tiveram tratamento com bactérias, 0 que sugere que essas plantas ja
estavam de certa forma protegidas e apresentaram uma baixa resposta ao estresse causado por
excesso de metais pesados, destacando os beneficios da aplicacdo dessas bactérias.

De modo geral, o contetdo de MP nas plantas foi maior na raiz do que na parte aérea,
ocorrendo maior imobilizacdo e acumulo desses metais no sistema radicular. O contetdo de
metais nas plantas decresce na seguinte ordem: raizes > caule > folhas > fruto > sementes, e
portanto, espera-se uma maior concentracdo nas raizes e caule (Kabata-Pendias e Piotrowska,
1998). Sabe-se que a raiz é uma primeira barreira contra o estresse provocado pelo excesso de
MPs, na qual ficam imobilizados na parede celular (Wagner 1993).

Uma maneira de verificar o potencial de uma planta em extrair os MPs de solo
contaminado é pelo fator de transferéncia (F), que avalia a transferéncia dos metais do solo para
a planta. No entanto, existem varios fatores que podem influenciar nessa absorcdo, além da
genética da planta, a area superficial das raizes, capacidade de troca catidnica, a exsudacao

radicular e a taxa de evapotranspiracdo. O F em solos contaminados por Cd, por exemplo, esta
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normalmente na faixa de 1 a 10 (Alloway 1995). Isso foi observado neste presente trabalho,
ndo apenas com o Cd, como também com Zn e Pb. O Ni apresentou 0s maiores valores de F
(21 a 52).

Oliveira (2013) encontrou elevados valores de F para Cd, afirmando que elevados
valores de transferéncia esta relacionado a alta biodisponibilidade do elemento, baixa retencao
do contaminante nas particulas do solo e/ou alta capacidade de absor¢do dos metais pela espécie
vegetal. No presente estudo, os valores de F para Ni foram muito mais altos que Cd, Pb e Zn,
com baixa retencdo no solo e alta absorcéo e acimulo na raiz.

Observou-se que com a adi¢do das bactérias no tratamento que utilizou apenas o solo
houve uma maior eficiéncia em transferir os metais para a planta, com reducgéo da retencéo no
solo, alta absorcao e maior acimulo na raiz. Entretanto, no tratamento com o BC e com adicao
do residuo in natura as bactérias foram mais especificas em relacdo aos metais. Por exemplo, a
bactéria IAC-CARS foi eficiente em aumentar o F do Cd na presenca do BC, aumentando a
transferéncia desse metal para a planta, enquanto que a IAC-CAR18 aumento o F do Ni na
presenca do residuo in natura.

O Indice de transferéncia (IT) aumentou com a adicdo das bactérias IAC-CAR18, IAC-
E23 e IAC-R49, ou seja, a adi¢do das bactérias promoveu uma maior eficiéncia na planta em
translocar o MP para a parte aérea, ou seja, 0 quanto translocou da planta toda para a parte aérea.
Caracteristica importante para a fitorremediacdo, no entanto, o IT foi baixo na maioria dos
tratamentos, o que significa que houve uma maior porcentagem de metais absorvido e
imobilizado ou acumulado nas raizes.

A planta aciona mecanismos de tolerancia para mitigar o estresse causado pelo excesso
de MPs no solo, que sdo: imobilizacdo na parede celular, exclusdo do elemento, producédo de
fitoquelatinas, compartimentacdo, producdo de enzimas de estresse ou producdo de et ileno
(Sanita di toppi e Gabbrielli, 1999). As plantas de feijdo-de-porco apresentaram altos teores de
MPs nas raizes, comparados com a parte aérea. Dessa forma, entre 0s possiveis mecanismos
utilizados pelas plantas, a imobilizacdo e acimulo na raiz parece ser 0 mais provavel neste
trabalho. Essas plantas ndo evitaram a absor¢do, mas limitaram a translocacdo desses metais
para a parte aérea.

No entanto, a adicdo das bactérias no solo aumentou a eficiéncia da planta em translocar
o Cd, principalmente, ja que houve um aumento no IT. No tratamento com o BC também foi

nitido o efeito da bactéria IAC-R49 na translocacdo do Cd, enquanto que a adi¢do da IAC-
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CAR18 foi eficiente no tratamento com o residuo in natura. A presenca dessas bactérias
favoreceu a translocacao desses metais.

Almeida et al. (2008) também obteve baixo indice de translocacdo (IT) de Pb em plantas
de feijao-de-porco, afirmando que o Pb teve baixa mobilidade para a parte aérea, e que a especie
possui tolerdncia ao metal, ja que ndo apresentou sintomas de fitotoxidade.

O FT - fator de translocagdo é importante para avaliar a habilidade da planta em
translocar o MP que esta na raiz para a parte aérea (Yoon et al. 2006). Considera-se que as
plantas utilizadas como fitoextratoras sejam espécies hiperacumuladoras e sua eficiéncia é
medida pelo FT, que neste caso deve ser maior que 1,0. No presente trabalho, esse resultado foi
observado apenas para o Cd, quando cultivado com residuo in natura e adi¢do das bactérias
IAC-CAR18 e IAC-E23, ou seja, com a inoculagdo das bactérias houve uma maior eficiéncia
da planta em translocar o Cd da raiz para a parte aérea. No entanto, neste caso o teor de Cd na
planta ndo foi suficiente para considera-la uma planta fitoextratora, pois o acimulo desse metal
nos tecidos foi inferior a 100 mg kg™

Para Yoon et al. (2006) as plantas que apresentam um F maior que 1 e FT menor do que
1 podem ser consideradas fitoestabilizadoras, o que foi observado neste presente trabalho.
Comparando os teores dos metais na planta, observou-se um maior acumulo na raiz, mostrando
que a espécie C. ensiformis pode ser classificada como uma planta tolerante e fitoestabilizadora,
capaz de diminuir os danos ambientais causados por metais pesados que estejam no solo.

As bactérias foram capazes de manter uma interacdo eficiente com a C. ensiformis,
melhorando o desempenho da planta nessas condi¢6es. Provavelmente ocorreram alteragoes
fisiologicas e nutricionais causadas pela interacéo entre as bactérias e a planta, que resultaram
no aumento do crescimento e protecdo da planta em um ambiente sob estresse, principalmente
com a adicdo de BC e do residuo in natura, o que sugere potencial para uso na recuperacao
ecologicamente correta do solo multicontaminado.

O reaproveitamento dos residuos da industria de café, seja na forma de biocarvao ou
in natura, contribuiu para a economia circular caracterizando uma pratica de manejo mais
sustentavel, principalmente com a inoculacdo de bactérias benéficas. A remediacdo de areas
contaminadas € um compromisso social que necessita de tecnologias efetivas e econémicas e

que precisam ser mais intensificadas no Brasil.

5 CONCLUSOES
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O uso concomitante do pergaminho de café, tanto na forma de biocarvao quanto de
residuo in natura, e inoculacdo de bactérias benéficas promoveu crescimento das plantas,
potencializando a fitorremediacdo de solos multicontaminados com metais pesados.

A adicéo das bacteérias influenciou na transferéncia dos metais do solo para a planta e na
translocacdo desses elementos da raiz para a parte aérea, mostrando efeito de fitoestabilizacdo
do solo multicontaminado.

C. ensiformis apresentou mecanismos de defesa a condicéo de estresse, como ativacdo de
enzimas do estresse oxidativo e alteracdo na concentracdo de aminoacidos e poliaminas,
influenciados pela inoculacdo de bactérias e adicdo de condicionadores do solo, como biocarvédo
e residuo in natura, mostrando potencial para remediacéo de solos multicontaminados por metais

pesados.
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