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Resumo

A extracdo mineira € uma das principais fontes de contaminagao do solo. A sua atividade promove
usualmente a acumulagcédo de residuos provenientes da extragdo e tratamento de minérios tendo
como consequéncia a formacgdo de escombreiras a céu aberto. Estas representam um elevado risco
ambiental, uma vez que podem libertar contaminantes, nomeadamente metais e metaldides, afetando
as areas e populagdes circundantes. De modo a prevenir a libertagdo dos contaminantes existentes
nos residuos das escombreiras, € necessaria a contengédo e gestdo adequada destes materiais. A
fitogestdo é considerada uma estratégia de intervengéo ecoldgica para estas areas, que combina a
fitorremediagdo com técnicas sustentaveis de gestdo. Para isso, utiliza plantas de elevado valor
econoémico, que podem servir como matéria-prima para varios fins, proporcionando retornos
financeiros e sociais. Esta estratégia pode também utilizar corretivos e microrganismos
(bioinoculantes) para promover o crescimento das plantas utilizadas e melhorar as propriedades

fisicas e quimicas do solo/substrato.

A Vetiver (Chryzopogon zizanioides (L.) Roberty) € uma cultura de elevada biomassa que tolera
condi¢cdes ambientais adversas e tem o potencial de produzir produtos distintos, como forragem e
materiais de construgédo. O crescimento da Vetiver pode ser beneficiado pela aplicagdo de corretivos
e a inoculagdo com microrganismos benéficos, como bactérias promotoras do crescimento vegetal
(BPCV) e fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Neste estudo, foi avaliado o uso de corretivos,
nomeadamente um vermicomposto e um hidrogel biodegradavel comercial (Polyter), e a inoculagao
de microrganismos para promover o crescimento da Vetiver e a estabilizagdo de metais em
escombreiras de uma antiga mina de tungsténio (mina da Borralha, Portugal). Para avaliar os efeitos
dos tratamentos, foi realizado um ensaio em estufa durante 180 dias. O bioin6culo consistiu numa
mistura de uma BPCV, Cupriavidus pauculus, e esporos dos FMAs de Rhizoglomus irregulare,
Funneliformis mossae e F. caledonium (Mix). A bactéria utilizada foi previamente isolada da area da
escombreira e caracterizada quanto a capacidade de produzir substincias promotoras de
crescimento vegetal, nomeadamente sideréforos e aménia. O bioinéculo foi previamente misturado
com o hidrogel nos tratamentos em que a combinagdo de ambos foi testada. Apds seis meses, foi
avaliado o crescimento da Vetiver nestes tratamentos e as propriedades quimicas e bioquimicas
(enzimas) dos materiais da escombreira. Os resultados mostraram que a utilizacdo combinada de
hidrogel, vermicomposto e os microrganismos (Mix) promoveu um maior crescimento da planta. A
disponibilidade de nutrientes e matéria organica aumentou devido a adicdo do vermicomposto, tendo
a sua aplicacdo permitido também diminuir a biodisponibilidade de varios metais no solo. O
tratamento com a Mix contribuiu apenas para a diminuicdo da concentracdo de Cu. Este estudo
demonstra o potencial do uso da fitogestdo com vetiver e corretivos, nomeadamente com o

vermicomposto, na estabilizagdo de metais, prevenindo assim a sua disseminagéo.

Palavras-chave: Bactérias promotoras do crescimento vegetal; fungos micorrizicos arbusculares;

metais; fitogestao.



Abstract

Mining extraction is one of the main sources of soil contamination. Its activity usually promotes the
accumulation of waste from the extraction and treatment of ores, forming open-air tailings. These
represent a high environmental risk, as they can release contaminants, namely metals and metalloids,
affecting surrounding areas and populations. To prevent the release of contaminants in heap waste,
adequate containment and management of these materials is necessary. Phytomanagement is
considered an ecological intervention strategy for these areas, which combines phytoremediation with
sustainable management techniques. For that, it uses plants of high economic value, which can serve
as raw materials for various purposes, providing financial and social returns. This strategy can also
use correctives and microorganisms (bioinoculants) to promote the growth of the plants used and

improve the physical and chemical properties of the soil/substrate.

Vetiver (Chryzopogon zizanioides (L.) Roberty) is a high biomass crop that tolerates adverse
environmental conditions and has the potential to produce different products, such as forage and
construction materials. Vetiver's growth can be benefited by the application of correctives and
inoculation with beneficial microorganisms, such as plant growth-promoting bacteria (PGPB) and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). In this study, the use of correctives was evaluated, namely a
vermicompost and a commercial biodegradable hydrogel (Polyter), and the inoculation of
microorganisms to promote the growth of Vetiver and the stabilization of metals in heaps of an old
tungsten mine (Borralha mine, Portugal). To evaluate the effects of the treatments, a greenhouse trial
was carried out for 180 days. The bioinoculum consisted of a mixture of a BPCV, Cupriavidus
pauculus, and spores of AMF from Rhizoglomus irregulare, Funneliformis mossae, and F. caledonium
(Mix). The bacteria used was previously isolated from the heap area and characterized for its ability to
produce substances that promote plant growth, namely siderophores and ammonia. The bioinoculum
was previously mixed with the hydrogel in treatments where the combination of both was tested. After
six months, the growth of Vetiver in these treatments and the chemical and biochemical properties
(enzymes) of the waste materials were evaluated. The results showed that the combined use of
hydrogel, vermicompost, and microorganisms (Mix) promoted greater plant growth. The availability of
nutrients and organic matter increased due to the addition of vermicompost, and its application also
reduced the bioavailability of several metals in the soil. Treatment with Mix only contributed to the
decrease in Cu concentration. This study demonstrates the potential of using phytomanagement with
vetiver and correctives, namely vermicompost, in stabilizing metals, thus preventing their

dissemination.

Keywords: Plant-growth promoting bacteria; arbuscular mycorrhizal fungi; metals and metalloids;

phytomanagement
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1. Introducao

1.1. Solos contaminados: um problema mundial

O solo é definido como a camada superior da crosta terrestre e € composto essencialmente por
matéria mineral (45%), matéria organica (5%), agua (25%) e ar (25%) (Molina, 2017). E um recurso
natural que fornece varios servigos de ecossistema que incluem: i) a produgcdo de matérias-primas,
como por exemplo, alimentos, madeira e fibras; ii) armazenamento e ciclagem de nutrientes; ii)
armazenamento e filtracdo de agua; iii) conservagao da biodiversidade; iv) reservatério de carbono; e
o vi) fornecimento de um ambiente fisico e cultural para as atividades humanas (FAO, 2015). Deste
modo, a preservacao e gestdo adequada do solo sdo fundamentais para garantir a sustentabilidade
dos ecossistemas, a segurancga alimentar e o bem-estar das comunidades.

Apesar do papel fundamental dos solos no funcionamento dos ecossistemas e na vida humana, a sua
degradacédo € um problema grave e premente a nivel mundial (Cordis, 2021). Atualmente, mais de
75% do solo esta degradado (IPBES, 2018) e as principais causas dessa degradacgdo sao de ordem
diversa, e incluem, por exemplo a erosao, a salinizagao e a diminuicdo da matéria organica e de
nutrientes (Abhilash, 2021; FAO & UNEP, 2021). A contaminacdo do solo € outra das causas da
degradagao do sol, sendo considerada uma das mais graves. E caracterizada pela presenga de
substancias, que ndo estdo habitualmente presentes, ou que ocorrem em maiores
concentragbes/quantidades, e que podem causar efeitos adversos na saude humana e/ou no
ambiente (Ribeiro, 2013). A maioria dos contaminantes tem origem nas atividades humanas, como a
atividade industrial e mineira, agricultura, acumulacdo de residuos, acidentes (ex. derramamento de
produtos quimicos e acidentes em centrais nucleares), bem como em conflitos armados. Os principais
grupos de contaminantes que afetam os solos, nomeadamente os solos europeus, sdo os metais e
metaldides, os 6leos minerais e os hidrocarbonetos. Existem também outros grupos, como fendis e
cianetos, mas em menor percentagem (Fig. 1). A Organizagdo das Nagbes Unidas para a
Alimentacao e a Agricultura (FAO) tem também destacado como contaminantes os produtos
farmacéuticos e os plasticos (FAO & UNEP, 2021).



Hidrocarbonetos Fendis Cianetos
clorados 1.4% 1,3%

outrof¥*

9.3%

Hidrocarbonetos

poli aromaticos dileos minerais

0% 23.8%

fema, 2015

Figura 1. Principais tipos de contaminantes do solo na Europa (in Gomes & Lanceiro, 2019).

Na Unido Europeia (UE) existem pelo menos 2.8 milhdes de locais potencialmente contaminados,
sendo que 650 000 destes locais estdo registados com atividades poluentes enquanto 5 000 estao
em remediagéo ((Perez & Eugenio, 2018). No entanto, a poluicdo do solo € um problema a escala
mundial, e as fontes de poluigdo variam de acordo com o continente/zona continental. Por exemplo,
na Europa Ocidental e América do Norte predomina a poluicdo industrial, enquanto na Asia, América
Latina e Europa Oriental, a poluicdo resulta principalmente das atividades agricolas. Na Africa
subsariana, a mineracdo é uma das principais fontes de poluicdo do solo e no norte de Africa, a
poluicao urbana desempenha o papel mais significativo (FAO & UNEP, 2021) (Fig. 2).

Europa Ocidental e
Ameérica do Norte —
Poluicdo Industrial

Asia, América Latina
e Europa Oriental —
Agricultura

Africa subsariana —
Mineracéo

<
Q Norte de Africa —
. Poluicdo Urbana

Figura 2. Principais fontes de poluigao nas varias regiées do mundo (FAO & UNEP, 2021).
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Nao sendo dada a devida atencédo a contaminagao dos solos, e ndo existindo uma maior exigéncia
politica para com a exploragao sustentavel dos recursos naturais, a degradagao do solo continuara a
agravar-se. Esta degradacdo é responsavel pela degradagcdo da qualidade ambiental (Fig. 3),
comprometendo de forma séria a saude e seguranga alimentar dos seres humanos. Mais de 95% da
alimentagdo depende direta ou indiretamente do solo (FAO, 2021), pelo que a sua contaminagao

continua resultard no aumento de doencas e da fome a nivel mundial (FAO & UNEP, 2021).

IOf

Alimentos ndo
seguros

S

Diminuicdo da

Oy

PD';"E,E;‘;’ da Problemas produtividade
relacionados do solo
com a

poluigdo dos
solos

Doencas

Diminuigcdo da
biodiversidade

Figura 3. Problemas associados a poluigdo dos solos (adaptado de FAO & UNEP, 2021).

Existem varias medidas que podem ser implementadas para prevenir, diminuir ou mitigar a
contaminagédo dos solos, nomeadamente: i) a elaboragdo de politicas de protecdo do solo e de
reabilitagdo mais exigentes; ii) o melhoramento da gestdo dos residuos, como por exemplo as lamas
de esgoto, os aterros e aguas residuais; iii) a monitorizagdo continua de areas contaminadas; iv) a
realizagdo de avaliagdes de impacto ambiental para determinados projetos publicos ou privados,
como por exemplo, a construcdo de fabricas; e v) a implementacdo de uma estrutura de resposta
rapida a incidentes de contaminacdo do solo, para evitar o seu alastramento (Comissdo Europeia,
2002; FAO & UNEP, 2021).

1.2. Metais e metaldides como contaminantes do solo

Os metais sdo um grupo de elementos quimicos soélidos no seu estado puro (com excegéo do
mercurio, que é liquido), caracterizados pelo seu brilho, dureza, boa condutividade elétrica e térmica,

e por elevados pontos de fusédo e ebulicdo (Andrade et al., 2009). Os metaldides sdo outro grupo de
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elementos quimicos que apresenta propriedades intermédias entre os metais e os ndo metais, isto é,
apresentam brilho, mas néao tao forte quanto o dos metais, e sdo semicondutores elétricos (Estrela et
al., 2018).

No grupo dos metais os principais elementos contaminantes sdo o cobre, chumbo, cadmio, niquel,
mercurio, cromio, zinco, cobalto, urénio, talio, vanadio, berilio, prata; enquanto no grupo dos
metaldides temos, por exemplo, o arsénio e o antiménio (Caralinda, 2022). Estes elementos sao
toéxicos para os seres humanos e animais, mesmo em baixas concentragdes, danificando as
estruturas celulares, tecidos e 6rgaos, e interferindo com o metabolismo através de, por exemplo, da
inibicdo da atividade enzimatica. Causam ainda anemia, cansaco, distlrbios no sistema nervoso
central e cardiovascular. Alguns metal(éide)s, como o cadmio, arsénio e sulfuretos e 6xidos de niquel
sao também cancerigenos (Caralinda, 2022).

Em determinadas concentragdes, os metal(6ide)s sdo também toxicos para as plantas, podendo ser
absorvidos pelas suas raizes e afetar negativamente o seu crescimento. Estes elementos interferem
também na sua atividade enzimatica, desequilibrando o metabolismo e causando danos oxidativos
(Ojuederie et al., 2017).

A presenga de metal(6ide)s no solo pode também afetar os microrganismos, que desempenham um
papel crucial, por exemplo, na ciclagem de nutrientes e na decomposicdo da matéria organica. A
toxicidade dos metal(6ide)s pode alterar a composigdo das comunidades microbianas bem como a
sua atividade, comprometendo assim a funcionalidade e a fertilidade do solo (Xie et al., 2016). As
atividades antropicas sdo as que mais contribuem para a contaminagdo dos solos por estes
elementos, destacando-se a atividade mineira, fundigdo de metais, industria metallrgica, aplicagéo de
fertilizantes, pesticidas, herbicidas, queima de combustiveis fosseis, eliminagcdo de residuos,
conservantes de madeira, fabrico de baterias, refinaria, aterros e incineracédo de residuos (Ribeiro,
2013).

1.3. Estado do solo em Portugal

Estima-se que em Portugal existam mais de 2000 locais contaminados, embora n&o haja registos
oficiais. Os casos vao-se revelando na sequéncia de obras que envolvem remogéo de solos, cujo
destino é muitas vezes incerto (Gomes & Lanceiro, 2019). As autoridades portuguesas ja
identificaram em Portugal alguns “pontos negros” de contaminagédo de solos resultante de poluicao
acumulada ao longo do tempo, na grande maioria dos casos com origem em atividades extrativas
(exploragdo mineira), industriais e urbanas, que entraram em declinio, ou foram abandonadas. E de
destacar o passivo industrial existente na cintura de Lisboa Norte; a zona industrial do Seixal e de
Estarreja; as antigas lixeiras de residuos solidos urbanos; os depositos de antigas atividades

industriais; e as minas abandonadas em varios pontos do pais (Fig. 4).
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Figura 4. Mapa de Portugal com as minas desativadas e em atividade (in Ribeiro, 2010).

A primeira grande acdo de descontaminacdo do solo e de remediagdo ambiental no nosso pais
ocorreu em 1994, na area de intervengao da EXPO 98. Perante o vazio legislativo que na altura se
verificava, foi necessario recorrer as normas canadianas (critérios de Ontario) de descontaminagéo
de solos de modo a garantir a recuperagao ambiental de toda a zona (Gomes & Lanceiro, 2019).

Portugal € um dos poucos paises da Unido Europeia ainda sem legislagdo especifica sobre solos
contaminados. A lei para a Prevengao da Contaminagao e Remediagédo dos Solos — ProSolos esteve

em consulta publica em 2015 e até hoje ainda nao foi aprovada (Lei ProSolos, 2023).

1.4. Recuperacéao de solos contaminados - o papel da fitorremediacao

A fitorremediagcdo € um conjunto de técnicas que utilizam plantas e microrganismos para recuperar
solos contaminados com metal(dide)s e/ou poluentes organicos (Latif et al., 2023; Moreira et al.,
2021a). Através da selecdo das plantas adequadas e a aplicagdo de microrganismos selecionados, é
possivel extrair, degradar, imobilizar ou transformar contaminantes, contribuindo assim para a
recuperacdo de areas degradadas. A fitorremediagdo preconiza também a aplicagdo de
adubos/corretivos e o uso de diferentes padrées de cultivo (ex. rotagdo ou consociagédo de culturas),
enriquecendo os solos em nutrientes, e melhorando a sua capacidade de retengdo de agua. Deste

modo, a fitorremediagédo pode favorecer uma série de melhorias ambientais tais como: o aumento da
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biodiversidade, a sequestracdo de carbono, a prevencdo da erosdo, a atenuagido da difusdo de

poluentes por dispersdo edlica ou por lixiviagdo para os lengdis freaticos e cursos de agua

(Bernardino et al., 2018).

A fitoremediacdo € uma alternativa sustentavel aos varios métodos convencionais de

remediagdo, nos quais os processos podem ser fisicos ou quimicos (Tabela 1).

Tabela 1. Exemplos de métodos fisicos e quimicos usados na remediacdo de solos.

Técnicas

Descrigao

Escavagdo e substituicido Consiste em escavar o local, transportar o solo para centros de

do solo

tratamento e/ou aterros (dependendo do grau de contaminagéo). A
substituicido do solo contaminado é feita por outro solo nao

contaminado ou pelo mesmo solo ja tratado.

Vitrificagao

Na vitrificagdo, o solo é levado a temperaturas suficientemente
altas (>1700 °C) na presenga de aditivos (borossilicatos e cal), de
forma a fundir o solo e transforma-lo num material semelhante ao
vidro. As temperaturas altas destroem outros contaminantes que
eventualmente estejam presentes e os compostos inorganicos que

nao sao destruidos pelo calor sdo incorporados na matriz vitrea.

Eletrocinética

Esta técnica baseia-se na aplicagdo de correntes elétricas de baixa
densidade entre elétrodos colocados no solo. O campo elétrico
acionado induz varios processos fisico-quimicos, provocando o
transporte dos contaminantes para os elétrodos, de onde séao

retirados e tratados.

Incineragao

Os residuos perigosos podem ser destruidos/volatilizados a
temperaturas muito altas - até 1200°C — onde ocorre a quebra das

ligagdes quimicas dos compostos.

Lavagem do solo

Nesta técnica utiliza-se agua/solugdo aquosa injetada a partir da
superficie para dissolver e transportar para a zona saturada os
contaminantes do solo existentes na zona de infiltragdo. As
solucdes de lixiviagdo resultantes sdo recuperadas por bombagem
da agua subterrdnea do aquifero por intermédio de bombas
localizadas a jusante do local em reabilitagdo. E uma técnica
especialmente utilizada na remogdo de compostos inorganicos
incluindo os elementos radioativos, podendo também ser utilizada

na remediag&o de solos contaminados por metais.

Imobilizagao quimica

Baseia-se na introdugdo de produtos quimicos no solo com o
objetivo de provocar a diminuigdo da mobilidade de contaminantes.

Este método revela-se especialmente eficaz em metais pesados.

adaptado de Agante, 2021; Azevedo, 2013; Ferreira, 2023; Ribeiro, 2013.
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Apesar de apresentar algumas desvantagens, a fitorremediagdo possui diversas vantagens

em relagdo aos métodos convencionais de remediacdo que garantem a sua sustentabilidade e

eficiéncia (Tab. 2).

Tabela 2. Vantagens e desvantagens da fitoremediagéo.

Vantagens

Desvantagens

Pouco invasiva

O tempo de crescimento das plantas pode ser

elevado

Facil manutengéao

Necessidade da concentragao do contaminante
estar em intervalos de toxicidade que nao

ultrapassem os limites de tolerancia da planta

Facil instalagao e baixo custo

de manutencéao

O risco do contaminante entrar na cadeia
alimentar através da ingestao das plantas

utilizadas por parte de outros seres vivos

Usa a energia solar

Nao reduz 100% a concentragdo do contaminante

Estabelece uma extensa
cobertura vegetal impedindo a dispersao
de particulas de solo contaminadas

pela erosao edlica e/ou hidrica

Esta limitada a profundidades atingidas pelas

raizes e ao crescimento natural das plantas;

Pode ser aplicada em grande

escala

Tem limitagdes associadas a qualquer

pratica agricola (como

a dependéncia do clima, abastecimento de agua,

surtos de pragas ou doengas, etc).

adaptado de Costa et al., 2015; Méjia et al., 2014, ; Petersen et al., 2023; Ribeiro, 2013; Rocha & Moura, 2015.

As plantas selecionadas para os projetos de fitorremediagdo podem atuar através de varias formas

para diminuirem a concentragédo do(s) contaminante(s) ou promoverem a sua estabilizagdo nos solos:

= Fitoextragdo: absorgdo dos contaminantes pelas raizes e sua translocagdo/acumulagédo na
parte aérea das plantas. Esta técnica pode ser utilizada para metal(6ide)s (Ribeiro, 2013).

= Fitodegradagao: capacidade das plantas em metabolizar os contaminantes em produtos
menos toxicos para a planta e o ambiente. A fitodegradagéo é utilizada, principalmente, na
remediagdo de compostos organicos. Os subprodutos gerados s&o armazenados em
vacuolos ou incorporados no tecido vegetal (Silva et al., 2019).

= Fitoestabilizagao: reducdo da biodisponibilidade dos contaminantes e da sua transferéncia
para outros compartimentos ambientais. A absor¢do dos contaminantes e a sua acumulagao
nas raizes, assim como a sua adsorgdo, precipitagdo e acumulagdo na rizosfera (em
colaboragdo com microrganismos associados as raizes das plantas) permitem a imobilizagdo

dos contaminantes (Moreira et al., 2021b).
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= Fitovolatilizagao: transformagédo dos poluentes organicos em compostos volateis. A planta
remove o contaminante do solo e consegue transforma-lo num composto volatil, libertando-o
para a atmosfera (Moreira et al., 2021b).

= Rizofiltragao: utilizacdo de plantas para absorver e/ou adsorver nas suas raizes os
contaminantes presentes na agua, sedimentos ou residuos (Moreira et al., 2021b).

= Rizodegradagado: Degradagdo de contaminantes organicos pela comunidade microbiana

associada a rizosfera da espécie vegetal (Mello, 2020).

Cada uma destas técnicas possui caracteristicas especificas que limitam ou potencializam a sua
utilizacado dependendo das caracteristicas do local que se deseja remediar e o contaminante
especifico presente na area. Estas técnicas ndo sdo exclusivas entre si, e podem ocorrer em

simultdneo, aumentando a eficacia da fitorremediacéo (Méjia et al., 2014).

1.5. A integracdo da fitorremediacédo na gestdo dos solos contaminados - a
Fitogestao

A fitogestao é uma estratégia de recuperacao e gestdo de solos contaminados que integra as
técnicas de fitorremediagdo, mas que pretende, para além da recuperagao das funcdes ecoldgicas do
solo, proporcionar receitas econdmicas. Estes dividendos econdmicos podem vir através, por
exemplo, da produgao de culturas ndo alimentares para tecnologias de processamento de biomassa
(setor de biocombustiveis e bioenergia, produtos quimicos de origem bioldgica, etc.) (Evangelou et
al., 2015; Moreira et al., 2021a).

Existem varios fatores a ter em consideragdo na fitogestdo de solos contaminados,
nomeadamente i) a selegao da(s) planta(s) utilizadas e técnicas de cultivo, ii) o tipo, concentragao,
biodisponibilidade e localizagdo dos contaminantes do solo, iii) disponibilidade de agua, iv) condicbes
climaticas e a v) exposicao a pragas. Para além disso é necessario analisar a viabilidade econdmica,

exigéncias legais e aprovacao social (Moreira et al., 2021a).

1.5.1. Plantas usadas na fitogestao

As plantas selecionadas para a fitogestdo devem ter um elevado grau de adaptabilidade
ecolégica, tolerancia aos metal(6ide)s, capacidade de remover/acumular/degradar os contaminantes
e de fornecer outros beneficios ambientais, como o sequestro de carbono e a promogado da
biodiversidade microbiana. Para além disso, o seu valor econémico também deve ser tido em conta,
uma vez que a fitogestdo deve providenciar dividendos econdémicos. Por exemplo, plantas com
elevada biomassa podem ser utilizadas para produgdo de bioenergia, ou podem ser matéria-prima
para a varios tipos de aplicagbes industriais (Poria et al., 2022). O ciclo de vida das plantas também é
um fator importante, uma vez que as plantas anuais podem acarretar custos de manutengdo como a
irrigacdo, ou requerer rotacbes ou outros padrdes de cultivo para manter a fertilidade do solo ou
reduzir a presenga de pragas. Por outro lado, as plantas perenes podem trazer mais vantagens para

a remediagao, pois tendem a ter raizes mais profundas, o que contribui para a estabilidade do solo,
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produzem maior biomassa, concedendo o beneficio adicional de sequestrar mais carbono. Na Tabela

3, encontram-se descritas algumas das plantas usadas em fitogestdo com valor econémico.

Tabela 3. Lista de plantas economicamente relevantes para uso em fitogestao.

Planta Familia Ciclo de vida Tolerancia/Acumulagéao Potenciais
de contaminantes Aplicagoes/Produtos
Arundo donax  Poaceae Perene Pb, Zn, Cu, Cr, Cd, Ni, As Bioenergia, Fibras,
(Cana-do-reino) e Hg Biopolimeros, papel e
celulose, carvao ativado
Helianthus Asterace Anual Pb and Zn Bioenergia
petiolaris ae
(girassol-da-
pradaria)
Gossypium Malvace Anual Cd Bioenergia
hirsutum ae
(Algodao)

Ricinus Euphorbi Perene Cd, Pb, Zn,Cu, Ni, As, Co Bioenergia,
communis L. aceae e Mn Biocombustiveis, éleo
(Ricino) (com aplicagdes

médicas e industriais),
fertilizantes
Agrostis Poaceae Perene Pb, As, Fe, Zn, Cu Forragem para animais
capillaris
(Agrostis-
comum)
Urtica dioica Urticacea Perene Cr, Cu, Pb, Ni, Zn, Cd, Fe Fibras para téxteis
(Urtiga) e
Linum Linaceae Perene Cu Bioenergia
usitatissimum

(Linho/linhaga)

Adaptado de Moreira et al., 2021; Poria et al, 2022.

1.5.1.1. A Vetiver como planta usada na fitogestao

A vetiver (Chrysopogon zizanioides (L.) Roberty) é uma planta graminea perene (Fig. 6). Tem

origem asiatica e é utilizada por povos deste continente ha mais de dez mil anos (Redondo & Santos,

2013). Esta planta tem um sistema radicular com 3-4 m de profundidade no primeiro ano de

crescimento, tornando-a eficaz para a estabilizagdo de solos, controlo da eroséo e filiragdo de agua.
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A vetiver pode ser encontrada por todo o mundo devido a sua elevada adaptabilidade a uma ampla

gama de temperaturas (-14 °C a +55 °C), baixos requisitos de nutrientes e tolerancia a condicdes

extremas do solo, como pH (3,3-12,5), salinidade (sobrevive a uma condutividade elétrica até 47,5 dS
m-) e elevadas concentragées de metal(dide)s.
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Figura 5. Caracteristicas e aplicagdes ambientais e industriais da Vetiver (Chrysopogon zizanioides (L.) Roberty)

(in The Vetiver Network International, 2022).

A vetiver produz um 6éleo essencial nas suas raizes chamado Khus, que pode ser utilizado em

praticas medicinais, cosméticos e aditivo alimentar. Este 6leo também tem propriedades biocidas,

protegendo outras culturas de fungos

prejudiciais. As suas folhas podem ser utilizadas como

forragem para animais, cobertura de telhados e varios tipos de artesanato. A sua biomassa pode ser
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utilizada para produgao de biocombustiveis. Estima-se que a combustdo de duas toneladas de vetiver
seca seja semelhante a uma tonelada de carvao, o que € um rendimento atrativo, uma vez que a
producdo de vetiver € mais barata e sem prejuizos para o ambiente quando comparada com a
extracdo e transformacao do carvao (Moreira et al., 2021a). Desta forma, aliando as caracteristicas
fisioldgicas e morfolégicas do vetiver com a rentabilidade da sua biomassa e produtos derivados,

fazem desta planta um excelente candidato para a fitogestdo de locais contaminados com metais.

1.5.2. Contribuigdo dos microrganismos para a fitogestao

As plantas tendem a crescer mais lentamente e a ter menor biomassa em solos
contaminados podendo limitar a sua eficiéncia na sua remediagao/recuperacao. Existem varios tipos
de microrganismos, como as bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) e os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), que podem conferir uma maior tolerdncia da planta aos

contaminantes e potenciar o seu crescimento através de diferentes mecanismos (Jebara et al., 2017).

1.5.2.1 Bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCP)

As bactérias sdo os microrganismos mais comuns no solo (95%) (Glick, 2012). Tanto o numero, como
o tipo de bactérias ai encontrados sao influenciados pelas condigbes fisico-quimicas, como a
temperatura, humidade, presencga de sais e outros elementos quimicos. Também a densidade e tipos
de plantas podem condicionar as populagdes bacterianas do solo (Glick, 2012). A maior concentracao
de bactérias é encontrada na rizosfera, ou seja, a zona imediatamente contigua as raizes onde ha
producédo de compostos quimicos (exsudados) que influenciam no crescimento da microbiota do solo.
Este é o local onde ocorre as maiores interagdes entre os microrganismos e as plantas (Gomides,
2022). As bactérias que podem promover o crescimento das plantas sdo denominadas bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV). Estas podem ser de vida livre ou terem de estabelecer
relagdes simbidticas com as plantas, as BPCV podem promover diretamente o crescimento das
plantas, facilitando a aquisicdo de nutrientes ou modulando os niveis hormonais das plantas, ou

indiretamente, diminuindo os efeitos inibitérios de varios agentes patogénicos (Glick, 2012).

Os mecanismos mais estudados para a promogao do crescimento incluem:

= Fixacao de azoto: o azoto € um macronutriente essencial a todas as formas de vida. Nas
plantas é fundamental para diversos processos fisioldgicos, como a fotossintese, respiracao e
diferenciagao celular. Para além disso, € um constituinte essencial de macromoléculas, como
enzimas, proteinas e clorofila. Existem bactérias que conseguem fixar o azoto atmosférico
(ex.: Rhizobium spp. e Frankia spp.) e fornecé-lo as plantas (Glick, 2012).

= Solubilizagido do fosforo: A quantidade de fosforo no solo € normalmente elevada, mas a
maior parte deste fosforo € insoluvel, ndo estando disponivel para suportar o crescimento das
plantas, sendo que este elemento é essencial para o crescimento das plantas (fundamental
para armazenar energia; na atividade das enzimas relacionadas a respiragao e influéncia no
processo de fotossintese) (Paula, 2018). Assim, a solubilizagdo e mineralizagdo do fésforo é

uma caracteristica importante das BPCV (Glick, 2012).
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Producdo de Sideroforos: os sideréforos sdo quelantes de ferro com forte afinidade por
ferro férrico (Fe%*) e afinidade variavel por outros metais. Desta forma, podem aumentar a sua
biodisponibilidade tanto para as bactérias como para a planta. Podem também aumentar a
solubilidade de alguns metais insolUveis em agua através da secrec¢ao de protdes ou anides
organicos (lan et al., 2020). Os sider6foros podem impedir que alguns patogénicos das
plantas adquiram uma quantidade suficiente de ferro, limitando assim a sua capacidade de
proliferagédo, devido a sua afinidade muito maior pelo ferro do que os agentes patogénicos
fungicos (Glick, 2012).

Sintese de fitohormonas: Embora as plantas possuam a capacidade de produzir diversas
fitohormonas como as giberelinas, as citocininas, o acido abscisico, o etileno e auxinas, e
todas tenham sido descritas na literatura, a auxina acido indole-3-acético (IAA) é de longe a
mais comum e a auxina mais estudada. O IAA afeta a divisdo, extensao e diferenciagao de
células vegetais; estimula a germinagcdo de sementes e tubérculos; aumenta a taxa de
desenvolvimento de raizes; controla os processos de crescimento vegetativo; afeta a
fotossintese; a biossintese de varios metabolitos e a resisténcia a condi¢cdes stressantes
(Glick, 2012). Existem BPCV capazes de sintetizar IAA em associagdo com plantas, o que faz
com que a inoculagdo com essas bactérias aumente a superficie de absorgao das raizes,
resultando em maior volume de substrato do solo explorado (Paula, 2018).

Sintese de Enzimas Liticas: Algumas bactérias produzem enzimas, incluindo celulases,
proteases e lipases que podem ajudar na desintegracdo de partes das paredes celulares de
muitos fungos patogénicos (Glick, 2012).

Sintese da enzima ACC deaminase: O etileno é a principal hormona relacionada com o
crescimento e senescéncia vegetal, mas que em grandes quantidades se torna prejudicial
para a planta. (Dias & Santos, 2022). As plantas respondem tipicamente ao stress (ex,
presenca de patogénicos, contaminacéo) sintetizando etileno, o que agrava os efeitos do
stress na planta (Glick, 2012). Algumas bactérias tém a capacidade de sintetizar a enzima 1-
aminociclopropano-1-caboxilato (ACC) deaminase, que tem como principal fungao regular os
niveis de etileno nas plantas. O ACC é o principal precursor do etileno; a enzima ACC
deaminase degrada o ACC e transforma-o em a-cetobutirato e amoénia (Nascimento, 2018).
Desta forma, as BPCV podem auxiliar as plantar de forma a diminuir a produgéo de etileno,

ou seja, diminuir o stress das plantas (Glick, 2012).

1.5.2.2. Fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

Os FMA séao fungos presentes no solo e que formam associagdes simbidticas com a maioria das

plantas (80%). A associagédo simbiética dos FMA com as plantas € um exemplo classico de relagao

mutualista, que pode regular o seu crescimento e desenvolvimento (Begum et al., 2019). Estes

fungos formam estruturas especializadas nas células corticais das raizes, denominadas arbusculos,

vesiculas e hifas, constituindo o micélio Intra-radicular (MIR). Por outro lado, a rede externa de hifas,

também chamada de micélio extra-radicular (MER) é responsavel pela translocagédo de nutrientes e

agua para as raizes (Moreira et al., 2021a).
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As plantas com FMA mostram uma absor¢cdo mais eficiente de nutrientes e agua, tém
atividades enzimaticas mais elevadas e estdo mais protegidas contra patogénicos fungicos (Ahanger
et al, 2014; Begum et al., 2019) (Figura 6).

n + Reduz o stress da planta;
» Melhora a aquisicéo de
agua e nutrientes;

« Promove o crescimento
da planta;

« Melhora a agregacéo do
solo, diminuindo a erosao
e o risco de lixiviac&o;

Figura 6. Efeitos da inoculagdo de FMA no desenvolvimento de plantas cultivadas em solos contaminados
(Moreira et al, 2021a).

Os FMA podem simultaneamente ajudar as plantas hospedeiras na regulacdo dos mecanismos de
tolerancia e impedir a desregulagédo das vias metabdlicas, quando estas estao em stress (Begum et
al., 2019). Os FMA que se encontram presentes nos solos contaminados com metal(6ide)s podem ser
incluidos em estratégias de fitorremediagdo, uma vez que apoiam o estabelecimento e crescimento
das plantas (Begum et al., 2019; Khan, 2005). Alguns mecanismos que sao utilizados pelos FMA para
mitigar os efeitos negativos causadas pelos metal(6ide)s sdo: i) a imobilizacdo de metal(oide)s
presentes no solo através da libertacdo de substéncias quelantes (metalotioneinas-MTs, &cidos
organicos, fitoquelatinas-PCs); ii) ligacdo dos metal(dide)s a biopolimeros presentes na parede
celular, como a quitina e membrana plasmatica; Ill) mobilizacdo dos metais do solo para o citosol
através do transporte pelas membranas; v) sequestro dos metais do solo nos vacuolos (Cabral et al.,
2010; Dhalaria et al., 2020).

Na literatura existem varios estudos que comprovam o papel fundamental dos FMA para promover o
crescimento e desenvolvimento de plantas em areas contaminadas com metal(6ide)s (Begum et al,
2019). Por exemplo, os fungos micorrizicos tém sido utilizados na fitoextragdo em associagdo com as
plantas, embora nem todas as espécies de plantas sejam capazes de estabelecer relagdes

simbidticas com estes fungos (Miransari, 2011; Mitra et al. 2022).

1.5.3 Uso de corretivos

Os solos contaminados normalmente carecem de nutrientes, tém baixo teor de matéria organica e
muitas vezes possuem um pH acido e elevada salinidade. Existem produtos denominados corretivos
que podem ser adicionados ao solo para melhorar a sua qualidade e o crescimento das plantas

(Moreira et al., 2021b). A sua principal fungdo é melhorar as caracteristicas fisicas, quimicas e, ou,
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biolégicas do solo (Capitdo, 2020). Os corretivos mais utilizados contém carbonatos, o6xidos,
hidroxidos ou silicatos de calcio e de magnésio como constituintes neutralizantes ou principio ativo
(Ramos et al., 2006). Existem também corretivos organicos, sendo a sua utilizagédo feita normalmente
com o intuito de aumentar o nivel de matéria organica no solo (Capitdo, 2020). Os corretivos
organicos do solo sdo produtos de facil acesso, de baixo custo e podem apresentar diversos
beneficios quando sdo aplicados em solos contaminados, tais como: i) fornecer macro e
micronutrientes essenciais as plantas; ii) melhorar a estrutura e arejamento do solo; iii) aumentar a
humidade do solo; iv) aumentar o teor de matéria organica; v) aumentar a atividade microbiana; vi)
aumentar o armazenamento de C no solo. Desta forma, os corretivos organicos estimulam também
indiretamente o crescimento microbiano. Existem corretivos organicos de diferentes origens, como
por exemplo: estrume animal, compostos digeridos provenientes de tratamento anaerébio de residuos

organicos, biossdlidos, residuos de culturas e vermicomposto (Moreira et al., 2021b).

1.5.3.1 Vermicomposto

A vermicompostagem € uma tecnologia que utiliza determinadas espécies de minhocas que, em
conjunto com os microrganismos existentes no seu intestino, digerem a matéria organica. As
minhocas dejetam excrementos constituidos por agregados de terra e da matéria organica digerida,
sendo esses dejetos ricos em nutrientes assimilaveis pelas plantas (Belliturk et al., 2014; WEBER
Portugal, 2008). A escolha das minhocas € um aspeto importante na evolugao da tecnologia de
vermicompostagem. Existem mais de 3.000 espécies de minhocas conhecidas no mundo, mas a
Eisenia foetida ¢ a mais utilizada pelo facto de ter elevada capacidade reprodutiva, apresentar
crescimento rapido, ter uma ampla distribuicdo (pela larga faixa de toler&ncia a variacdo de
temperatura), e por viver em residuos organicos com diferentes graus de humidade (Cotta et al.,
2015). Nos processos de vermicompostagem existe a necessidade da pré-compostagem devido ao
aumento da temperatura causado pelo desenvolvimento dos microrganismos na digestdo da matéria
organica (anaerobia ou anaerdbia), mas as minhocas fogem devido ao aumento da temperatura
(Cotta et al.,, 2015). A acdo das minhocas contribui para o controlo de organismos patogénicos
primarios (normalmente presentes em residuos sélidos organicos) e secundarios (que crescem e se
desenvolvem durante o processo). Para além disto, as minhocas atuam também sobre a matéria
organica de forma mecéanica, através da trituracdo das particulas orgénicas que passam pelo seu
trato digestivo (WEBER Portugal, 2008). A vermicompostagem tem a vantagem de ter um baixo

custo, simplicidade de agéao e eficiéncia relativamente alta (WEBER Portugal, 2008).

1.5.3.2. Hidrogéis

Os hidrogéis (muitas vezes designados por hidrorrententores), sdo também considerados corretivos
do solo. Os hidrogéis sao redes poliméricas tridimensionais que podem reter uma quantidade
significativa de agua dentro de sua estrutura e inchar, sem que ocorra a sua dissolugdo. Sao capazes
de absorver e reter grande quantidade de agua sem perder sua forma tridimensional. A utilizagdo de
hidrogéis na agricultura tem sido uma estratégia para a pratica, devido as suas caracteristicas,

contribuem para aumentar a capacidade de retengdo de agua no solo, reduzindo a frequéncia de
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irrigagdo. No entanto, a maioria desses hidrogéis tem uma composi¢cdo baseada em materiais
sintéticos, como a poliacrilamida e o poliestireno, os quais, por nao serem biodegradaveis geram
residuos no solo (Mendonga et al., 2012). Apesar das propriedades promissoras que os polimeros de
hidrogel apresentam, quando adicionados ao solo, podem ser degradados devido a presenca de
microrganismos, altas temperaturas, efeito do pH, radiagédo ultravioleta, e, principalmente, os sais
provenientes de adubagbes e calagem. Os subprodutos originados de sua degradagdo podem ser
prejudiciais a saude dos seres vivos e as plantas, pois podem vir a libertar a acrilamida, um composto
carcinogénico para o ser humano (Freitas et al, 2019).

O hidrogel pode ser importante na fitogestdo de solos contaminados para maximizar o potencial de
fitoextragé@o por plantas, contudo € sempre necessario avaliar a influéncia do hidrogel na espécie de

planta escolhida (Vasconcelos, 2019).

1.6. Mina da Borralha

A mina da borralha (Fig. 7) esta localizada no distrito de Vila Real (Montalegre, Portugal) e possui
uma area de cerca de 2611 hectares. Iniciou a sua atividade em 1902, tendo a sua exploragao
econdmica sido centrada na extragdo dos minérios volframite e scheelite (Vieira, 2014).

A mina da Borralha contém o segundo maior jazigo de estanho e tungsténio em Portugal. Sob o ponto
de vista geolégico, as minas apresentam uma zona essencialmente granitica e outra xistenta. O
principal mineral dos fildes € o quartzo (98%), de sulfuretos1%, de tungstatos (0,5%) e outros
elementos (0,5%) (Ribeiro, 2010).

Ap6s o encerramento da mina, em 1986, foram deixadas grandes quantidades de residuos
provenientes da extragdo e tratamento dos minérios (escombreiras) sem medidas de contengao
adequadas. Desta forma, essa acumulagdo proporcionou uma grande fonte de contaminagdo dos
solos e ambiente circundante, como formagao e drenagem de aguas acidas (Vieira, 2014). As
escombreiras precisam de medidas de contengdo e de remediagdo com o intuito de imobilizar os

contaminantes.

Figura 7. Mina da Borralha (© Nadine Rodrigues)
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1.7. Objetivos

Os obijetivos principais deste trabalho foram:

1. selecionar uma BPCV do solo rizosférico da area da escombreira da mina da Borralha com
base na sua tolerancia a elevadas concentragdes de metais e caracteristicas promotoras de
crescimento vegetal;

2. avaliar a eficacia da utilizagéo, isolada e em conjunto, da inoculagdo da BPCV selecionada e
fungos micorrizicos arbusculares, de um vermicomposto, e de um hidrogel comercial no
crescimento de Vetiver em materiais ("solo") contaminados da escombreira da mina da
Borralha;

3. avaliar os efeitos dos diferentes tratamentos na estabilizacdo de metais e na melhoria das
caracteristicas quimicas e bioquimicas do "solo".

Para a prossecucdo destes objetivos, foram estabelecidos ensaios em estufa com a planta vetiver
com diferentes combinagdes de tratamentos.
Foram também definidos os seguintes objetivos secundarios:
i) avaliar as caracteristicas promotoras do crescimento vegetal da estirpe bacteriana selecionada;
ii) analisar a sobrevivéncia da BPCV no hidrogel comercial ao longo do tempo;
ii) determinar a irrigagéo necessaria das plantas nos diferentes tratamentos;

iii) analisar o efeito dos diferentes tratamentos nas atividades enziméaticas do solo.
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2. Material e métodos

2.1. Isolamento de estirpes bacterianas

Para se proceder ao isolamento de estirpes bacterianas, foi utilizada uma amostra composta de solo

rizosférico das espécies vegetais mais abundantes na area da escombreira da mina da Borralha,

nomeadamente das espécies Agrostis capillaris, Cytisus striatus, Erica arborea, Pinus pinaster,

Rubus ulmifolius, and Salix caprea. A caracterizagao fisico-quimica do solo encontra-se descrita na

Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizagao fisico-quimica do solo rizosférico recolhido na mina da Borralha.

Parametro Resultado Método Interpretacao
pH (H;0) (a 15.9 °C) 5.4 Potenciometria Muito &cido
pH (CaCl,) (a 16.8 °C) 4.8 Potenciometria Acido
Condutividade (mS cm™) <0.100 (LQ) Condutimetria N&o salino
Textura do solo Franca Método de campo -
Matéria organica (%) 2.1 Calculo Médio
Azoto total (%) 0.08 Catarometria Baixo
Fosforo (mg kg™ P,05) 95.6 ICP-OES Médio
Potassio (mg kg™ K;0) 55.6 ICP-OES Médio
Calcio (mg kg™ CaO) 1088 ICP-OES Excesso
Magnésio (mg kg' MgO) 104 ICP-OES Alto
Enxofre (mg kg™) 23.6 ICP-OES Alto
Ferro (mg kg™) 235 ICP-OES Excesso
Manganés (mg kg™) 16.1 ICP-OES Alto
Boro (mg kg™) <0.400 (LQ) ICP-OES Baixo
Cobre (mg kg™) 156 ICP-OES Excesso
Zinco (mg kg') 16.1 ICP-OES Alto
Molibdénio (mg kg™') < 0.400 (LQ) ICP-OES Baixo
Sédio (mg kg™) 7.33 ICP-OES
Niquel (mg kg') 3.2 ICP-OES Alto
Cobalto (mg kg™) <0.40 (LQ) ICP-OES Baixo
Cadmio (mg kg™) 0.505 ICP-OES (Extracdo em Agua VLC -1
régia)
Chumbo (mg kg™') <454 (LQ) ICP-OES (Extragdo em Agua VLC - 50
régia)
Cobre (mg kg™) 438 ICP-OES (Extracdo em Agua VLC - 50
régia)
Crémio (mg kg™) <27.2(LQ) ICP-OES (Extragdo em Agua VLC - 50
régia)
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Mercurio (mg kg) < 0.0900 (LQ) ICP-OES (Extragdo em Agua VLC -1

régia)

Niquel (mg kg') 14.2 ICP-OES (Extragéo em Agua VLC - 30
régia)

Zinco (mg kg™') 119 ICP-OES (Extragéo em Agua VLC - 150
régia)

LQ - Limite de Quantificacdo do Método; ICP/OES - Inductively Coupled Plasma/Optical Emission Spectrometry;
VLC - Valor Limite de Concentragdo de metais nos solos com valores de pH menores ou iguais a 5,5 (segundo o
Decreto-Lei n.° 276/2009 de 2 de Outubro 2009).

A amostra de solo foi homogeneizada, peneirada (< 2mm) e dividida em 5 sub-réplicas. Para o
isolamento das estirpes bacterianas, a partir das 5 sub-réplicas efetuou-se uma pressao seletiva
utilizando o seguinte procedimento: foi adicionado as 5 porgdes de solo, 50 mL de meio caldo de soja
Trypticase (TSB) estéril, e colocou-se a incubar durante 24 h. Apds este tempo decorrido, a 2 porgdes
adicionou-se uma solugdo de 1 mM de CuS04.5H20. As outras 2 porgdes adicionou-se uma solugao
de Mix de metais (0,1 MM Cd + 1 mM Cu + 1 Mm Pb + 2,5 mM Zn). As misturas foram incubadas
overnight a 30°C. Foram depois realizadas diluigbes sucessivas destas solugdes e posteriormente
plaqueadas (100 pl), em triplicado, em meio Agar Triptona de Soja (TSA), e incubadas a 30°C durante
24h. A ultima porgéo foi plagueada em triplicado diretamente em meio TSA com um Mix de metais
(0,1 mMCd+1mMCu+1MmPb + 2,5 mM Zn) incorporado e incubada a 30°C durante 24h. Apds a
incubagéo, selecionaram-se as coldnias sobreviventes e morfologicamente diferentes (ex. cor,
textura, rebordo). As estirpes selecionadas foram repicadas varias vezes até confirmagdo da sua
pureza e congeladas a -80°C, numa solugéo de 50% glicerol (30%) e de 50% extrato de levedura (1

g/L) e triptona (5 g/L) até posterior utilizagao.

2.2. Tolerancia das estirpes selecionadas a metais
Para analisar o limite da tolerancia a metais dos isolados, estes foram incubados durante 2 dias em
meios de cultura enriquecidos com diferentes ides metdlicos: Cu?* (CuS04.5H20); Cd?*
(CdCl2.2.5H20); Zn?* (ZS04.7 H20); e Pb?* (Pb(NOs)2). As concentragdes e os meios utilizados para
cada elemento foram:

i) Cu: Cu?* [750ppm] ou [1500ppm] +TSA;

ii) Cd: Cd?* [15ppm] ou [30ppm] +TSA;

iii) Pb: Pb2* [1000ppm] + LB;

iv) Zn2* [750ppm] + agar de contagem de placas (PCA).

2.2.1. Extragdo DNA das coldnias bacterianas selecionadas

O acido desoxirribonucleico (ADN, em portugués: acido desoxirribonucleico; ou DNA, em inglés:
deoxyribonucleic acid) das 4 colénias bacterianas selecionadas foi extraido pelo método da fervura.
Para isso, foi retirada com uma ansa uma coldnia de cultura bacteriana fresca e colocada num
microtubo estéril com 200 pL de H20 ultra-pura esterilizada. A mistura foi homogeneizada no vortex e

colocada no termobloco durante 5 minutos a uma temperatura de 95°C. Apds esse tempo, foi
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colocada no gelo 5 minutos, tendo sido centrifugada de seguida durante 10 min a 10000 rpm. O

sobrenadante, contendo o DNA, foi retirado e armazenado a -20°C para as anadlises posteriores.

2.2.2. Reacao em cadeia da polimerase (PCR) - 16S

A amplificagdo do gene 16S rRNA foi realizada por PCR, usando os primers 27F (5-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 1492R (5-ACCTTGTTACGACTT-3'). A mistura foi preparada
usando 25 pL da mix green Master Mix (contendo 1x tampdo de PCR, 3 mM MgCl2, 5%
dimetilsulféxido (DMSO), 200 uM de cada nucleotideo, 0,6 uM de cada primer e 2U Taq polimerase
(Nzytech,Lisboa), 3 uL de cada primer e agua ultra-pura esterilizada e filtrada até perfazer um volume
final de 50 yL. As misturas de PCR foram colocadas num termociclador (Bio-RAD iCycler, Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA, EUA) durante 2h30, e sujeitas a 30 ciclos de 5 minutos a 95°C, 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 55°C e 1,5 minutos a 72°C, terminando com uma extenséo final a 72°C durante 10
minutos. Para verificar a amplificagdo do gene 16S rRNA, foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (m/v) durante 30 min a 90V (Fig.8). A agarose foi adicionado o corante SYBR® Safe
DNA Gel Stain para possibilitar a visualizagcdo do DNA, quando colocado o gel no transiluminador.
Como marcador de massa molecular (ladder), foi usada a NZUYDNA Ladder VII 1200pb (Nzytech).
Para a purificagdo do DNA, foi utilizado o Kit Gel Band Purification (Grisp). Para isso, foram
adicionados 20uL de cada produto de PCR a 100 pyL de solugdo do gel de solubilizagdo. Estas
misturas foram colocadas em colunas MiniSpin e centrifugadas a 14 000g durante 30 segundos. Apos
a centrifugagéo, foi adicionado 50 pyL de tampao de eluigdo. As amostras de DNA foram enviadas

para a Eurofins, Alemanha, para serem sequenciadas.

2.2.3. Caracterizacao das estirpes isoladas

As 4 estirpes isoladas foram caracterizadas relativamente a caracteristicas de promogao de
crescimento vegetal, nomeadamente: i) solubilizagdo de foésforo, ii) produgdo de enzimas
extracelulares, iii) produgdo de amonia, iv) produgéo de IAA, v) atividade da enzima ACC deaminase
e vi) produgéo de sideroforos.

2.2.3.1 Solubilizagao de fésforo

A solubilizagdo de fésforo (P) foi avaliada através do crescimento das estirpes no meio National
Botanical Institute’s Phosphate growth medium (NBRIP), ao qual foi adicionado 0.5% de fosfato
tricalcico (Nautiyal, 1990), durante 15 dias a 37°C. Foram efetuadas 3 réplicas para cada isolado. A
presenga de um halo transparente a volta das colonias € indicativa de solubilizagao de fésforo, que

pode ser quantificada pelo didmetro do halo, segundo a férmula:

Diametro total (colénia + halo)

Indice de solubilizacdo de P (ISP) = DiAmetro colonia
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2.2.3.2. Producéao de enzimas extracelulares

Os isolados foram colocados a incubar em meio TSB overnight a 30°C e 120 rpm. Apds a
incubagéo, as amostras foram centrifugadas a 8500 rpm durante 10 min, e procedeu-se a inoculagéo
do sobrenadante nos diferentes meios. Para verificar a producdo de lipases, os isolados foram
inoculados em meio Meio Luria Bertani (LB) (por litro: triptona 10 g, extrato de levedura 5 g, NaCl 5 g,
agar 15 g, CaClz 2 g), ao qual se adicionou Tween 80 (10 g/L). Ap6s 5 dias de incubagao a 30°C, as
placas foram observadas e a formacgao de precipitados a volta das colénias foram considerados
positivos para produgao de lipases (lIzidoro et al., 2010). Para a produgdo de pectinases, os isolados
foram inoculados em meio minimo (por litro: NazHPO4.2H20 2,67 g, KH2PO4 1,40 g, MgS04.7H20
0,20 g, Agar 15 g, (NH4)2S0O4 0,50 g, Glucose 2 g Extrato de levedura 1,2 g, Pectina 10 g, Solugao de
Oligoelementos 1mL). Apds 5 dias de incubagado a 30°C, as placas foram inundadas com solugéo de
iodo de Lugol por 10 min. A formacao de halos claros ao redor das colonias € considerada positiva
para producao de pectinases (Cattelam et al., 1999). A produgao de celulases foi determinada em
meio carboximetilcelulose (CMC) (por litro: MgS04.7H20 0,25 g, KH2POs 0,5 g, Carboxymethyl
celulose salt 2g e Agar 15g). Apds 5 dias de incubagéo a 30°C, as placas de CMC foram inundadas
com solugdo vermelho Congo (1mg/mL) durante 15 min, e apds remover o corante, foi adicionado as
placas uma solucdo de NaCl 1 M durante 15 min. A formacdo de um halo claro foi considerada
positivo para producdo de celulases (Grupta et al.,, 2012). A produgao de proteases foi testada
usando o meio Skim Milk (por litro: Agar Nutrient broth 8g, Skim Milk 10 g e Agar 15 g). Ap6s 5 dias
de incubagéo a 30°C, uma zona clara ao redor das coldnias indica atividade proteolitica positiva
(Meshram and Saxen, 2016). Para cada um dos procedimentos, foram efetuadas 3 réplicas para cada

isolado.

2.2.3.3. Producao de Amodnia

Para avaliar a capacidade dos isolados produzirem amoénia, foram colocadas culturas frescas de cada
um a incubar em 10 mL de agua peptonada (LAB M) durante 48h, a 30°C e a 150 rpm. Apds a
incubacgdo, as amostras foram centrifugadas a 9000 rpm, a 4 °C durante 10 minutos. O sobrenadante
foi recolhido para um tubo de Falcon de 15 mL, ao qual se adicionou 500 pl de reagente de Nessler.
O ensaio foi repetido 3 vezes. O desenvolvimento de cor amarelada/marron pelas amostras é

considerado positivo para produg¢do de amodnia (Fig. 21) (Cappuccino e Sherman 1992).

2.2.3.4. Producgédo de IAA

Os isolados foram colocados a crescer overnight em meio nutritivo TSB e as células foram
depois recolhidas por centrifugacdo a 8000 rpm durante 10 minutos, a 4°C. O pellet bacteriano
resultante foi incubado a 30°C durante 48h com 3 mL de tampé&o fosfato (pH 7.5) com glucose (1%) e
2 mL de triptofano (1%). Apés a incubagao, foram adicionados 2 mL de &cido tricloroacético (5%) e 1
mL de 0.5 M de CaClz. A mistura foi centrifugada a 8000 rpm durante 5 minutos a 4°C e 500 pl de
sobrenadante foi transferido para cuvetes, ao qual se adicionou 300 ul de solugédo de Salper (2 ml de
FeCls 0,5 M e 98 ml de acido perclérico a 35%). As amostras foram colocadas a incubar a 25°C no

escuro durante 30 minutos; apdés a incubagdo, a densidade ética foi medida a 535 nm no
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espetrofotémetro (marca?). O procedimento foi repetido 3 vezes, e foram efetuadas 3 réplicas para

cada isolado em estudo (Gordon & Weber, 1951).

2.2.3.5. Atividade da enzima ACC deaminase

Os isolados foram colocados a crescer overnight em meio nutritivo TSB. As células foram depois
recolhidas por centrifugagcdo a 8000 g por 10 minutos, e ressuspendidas em 10 mL de meio minimo
(por litro: 2g de glucose, 2mM ACC, 2.67g NazHPO4.2H20, 1.40g KH2PO4, 0.20g MgS04.7H20 e 10
mL de uma solugéo de oligoelementos), a 30°C e 120 rpm durante 24h. Foram recolhidos 20 mL de
células por centrifugacdo a 8000g durante 10 minutos para tubos estéreis previamente pesados. Os
pellets de células bacterianas foram lavados com5 mL de 0.1M Tris-HCI pH 7.6 e pesou-se
novamente os tubos depois da lavagem. Em seguida, os pellets foram suspensos em 500 ul de 0.1 M
Tris-HCI pH 8.5 e 60 ul de tolueno foram adicionados a suspensio de células e vortexou-se durante
30 segundos. Foram colocados 200 ul da solugdo resultante com 20 ul de 0.5 M ACC a incubar
durante 30 minutos a 30 °C. Apds a incubagao, adicionou-se 1 mL de 0.56N HCI e vortexou-se 15 s.
O pellet foi removido apés uma centrifugacdo de 10 minutos a 10000g. Adicionou-se 250 ul
sobrenadante/padrédo a 200 ul de 0.56N HCIl e a 75 ul de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (0,2%
DNPH em 2 M HCI), e colocou-se a incubar 30 minutos a 30 °C. Apds a incubacéo, foi adicionado 500
pl de 2M NaOH e realizada a leitura da absorvancia a 540 nm. O ensaio foi repetido 3 vezes e foram

feitas 3 réplicas de cada isolado estudado (Saleh and Glick 2001).

2.2.3.6. Sideroforos

Culturas frescas de cada estirpe foram inoculadas num meio especifico composto por: 1) solucao
Cromo-Azurol-S (CAS) e Ferro (100 mL) - 10 mL de 1 mM de FeCls em 10 mM HCI 50 mL de CAS
(1.21 mg/mL) e 40 mL de brometo de Cetrinémio (CTAB) (1.82 mg/mL) e 2) meio TSA suplementado
com 9.76 g/Lde MES (900 mL) - 30g/L de TSA, 9.76 g/L de Acido 2-morfolinoetanossulfénico
monohidratado (MES) (acertou-se pH para 6,8 com KOH) e 15g de agar. As duas solugbes foram
colocadas a autoclavar, e apds o seu arrefecimento foram misturadas e plaqueadas. As culturas
foram depois inoculadas no meio e incubadas 5 dias a 37°C. Neste ensaio foram feitas 3 réplicas para
cada isolado. A mudanga da cor do meio para uma tonalidade ferrosa é considerada positiva para a

producao de sideroforos.

2.3. Ensaio em estufa

2.3.1. Recolha e processamento do solo

Para a realizagao do ensaio experimental em estufa foi recolhido cerca de 150kg de "solo" da

escombreira da mina da Borralha (Figura 8).
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Figura 8. Recolha de "solo" da escombreira para execug¢éo do ensaio em vaso (©Nadine Rodrigues).

O solo recolhido foi colocado em sacos de plastico e transportado para o laboratério, onde foi
misturado. Apdés a sua homogeneizacdo, foi recolhida uma amostra de solo na qual foram
determinados os principais parametros fisico-quimicos num laboratério externo acreditado (A2 -

Analises Quimicas, Lda) (Tabela 5).

Tabela 5. Analise do “solo” recolhido da escombreira da mina da borralha.

Parametro Resultado Método Interpretacao
pH (H,O) (a 15,9 °C) 4.8 Potenciometria Muito acido
pH (CaCl,) (a 16,8 °C) 4.2 Potenciometria Acido
Condutividade(mS/cm) < 0.100 (LQ) Condutimetria Nao salino
Textura do solo Franco-Arenosa Método de campo
Matéria organica (%) 1.08 Calculo Muito baixo
Azoto total (%) <0.06 (LQ) Catarometria Muito baixo
Fésforo (mg/kg P,O5s) 105 ICP-OES (Extracéo Alto
Mehlich)
Potassio (mg/kg K,O) 17.3 ICP-OES (Extracao Muito baixo
Mehlich)
Célcio (mg/kg CaO) <310 (LQ) ICP-OES ((Extragao Muito baixo
Mehlich)
Magnésio (mg/kg MgO) 28.5 ICP-OES (Extragéo Muito baixo
Mehlich)
Enxofre (mg/kg S) 15.6 ICP-OES (Extragao Alto
Mehlich)
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Ferro (mg/kg Fe) 207 ICP-OES (Extragao Excesso
Mehlich)
Manganés (mg/kg Mn) 6.93 ICP-OES (Extragao -
Mehlich)
Boro (mg/kg B) <0.400 (LQ) ICP-OES (Extragao Baixo
Mehlich)
Cobre (mg/kg Cu) 173 ICP-OES (Extragao Excesso
Mehlich)
Zinco (mg/kg Zn) 3.27 ICP-OES (Extracao Alto
Mehlich)
Molibdénio (mg/kg Mo) < 0.400 (LQ) ICP-OES (Extragéo Baixo
Mehlich)
Sodio (mg/kg Na) <6.25(LQ) ICP-OES (Extragéo -
Mehlich)
Niquel (mg/kg Ni) <0.40 (LQ) ICP-OES (Extragao Baixo
Mehlich)
Cobalto (mg/kg Co) <0.40 (LQ) ICP-OES (Extragao Baixo
Mehlich)
Capacidade de troca <2.0(LQ) ICP-OES Muito baixo
cationica efetiva (cmol*/kg)
Cadmio (mg/kg Cd) 0.523 ICP-OES (Extragdo em VLC -1
Agua régia)
Chumbo(mg/kg Pb) <454 (LQ) ICP-OES (Extragdo em VLC - 50
Agua régia)
Cobre (mg/kg Cu) 403 ICP-OES (Extragdo em VLC - 50
Agua régia)
Cromio(mg/kg Cr) <27.2 (LQ) ICP-OES (Extracdo em VLC - 50
Agua régia)
Niquel(mg/kg Ni) <13.6 (LQ) ICP-OES (Extracdo em VLC - 30
Agua régia)
Zinco(mg/kg Zn) 84.0 ICP-OES (Extragdo em VLC - 150
Agua régia)

LQ, Limite de Quantificacdo do Método; ICP/OES - Inductively Coupled Plasma/Optical Emission Spectrometry
VLC - Valor Limite de Concentracdo de metais pesados nos solos com valores de pH menores ou iguais a 5,5
(segundo o Decreto-Lei n.° 276/2009 de 2 de Outubro 2009).

2.3.2. Ensaio experimental

O ensaio experimental foi montado numa sala de crescimento de plantas na Escola Superior de
Biotecnologia (Fig.9). Cerca de dez kg de "solo" foi colocado, sem peneira¢do prévia, em 32 vasos de
20L para o ensaio experimental. que consistiu em 8 tratamentos: C1 - apenas "solo "; C2 - "solo" +

vetiver; V - "solo", vetiver + vermicomposto; H - "solo", vetiver e hidrogel; M - "solo", vetiver e mix
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(bactéria e esporos); VH - "solo", vetiver, hidrogel e vermicomposto; HM - "solo", vetiver, hidrogel e
Mix; HVM - "solo", vetiver, hidrogel, vermicomposto e mix. Cada tratamento tinha 4 réplicas (Fig. 10).

Foi usado 5% de vermicomposto (SIRO Earthworm Humus© nos tratamentos em que este estava
presente. O hidrogel utilizado foi o produto comercial — Polyter (70% de celulose vegetal, 23% adubo
organico e 7% poliacrilamida de potassio (Polyter, 2020), numa percentagem de 25%. O inéculo
utilizado neste ensaio experimental (Mix) era composto por esporos de FMAs (Rhizoglomus
irregulare, Funneliformis mosseae, Funneliformis caledonium; INOQ Advantage, INOQ) e pela estirpe
bacteriana selecionada, Cupriavidus pauculus. Os tratamentos em que se adicionou a Mix continham
0,01g de esporos por 10 L de substrato. Para a utilizagdo da estirpe bacteriana no ensaio
experimental, esta foi colocada a incubar em TSB a 28°C e a 180 rpm durante 2 dias (OD >0,800.)
Nos tratamentos em que se adicionou-se a mix a adigao foi feita de duas formas: i) no tratamento M —
adicionou-se 100mL de bactéria/750mL de agua; ii) nos tratamentos HM e HVM - adicionou-se
10mL/kg de bactéria TSB).

Figura 9.1- Hidrogel + Mix; 2- Esporos de fungo adicionado a Mix; 3 — Preparacéo do solo de cada vaso; 4-

Planta no inicio da experiéncia.

OOOOOOOGEE

5% 5% 5%
Composto Composto Composto
251 2.5L 250 i 2 :elir o
i i i [Ls gl
® | ® (] (@ ) [z (i) (e

100mL de

bacténia/T50mL 10mLikg de 10mLikg de
de dgus & bactéria TSE) 2 bactéria TSE) 2
0,079 de 0.01g de 0.01g de
esporos/10L esporos/10L aspores/10L
substrato substrato substrato

Figura 10. Representacgao geral dos 8 tratamentos aplicados ao “solo” da mina da Borralha.
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A rega das plantas foi efetuada sempre que necessario, de forma que fosse mantida a
humidade adequada do solo; a monitorizagdo da necessidade de agua foi diaria.
Apbds 13 semanas, foi retirado e peneirado (< 2 mm) cerca de 100 g de "solo" de cada um dos vasos.
As amostras foram colocadas no frigorifico a 4°C para os testes posteriores.
Pesou-se duas réplicas de 1 g de solo de cada vaso utilizado no ensaio experimental e adicionou-se
9 mL de solugao salina. Foram efetuadas diluicbes sucessivas para determinar o n° de UFC. Foi

efetuada também a medicao do alongamento da planta e contabilizados o n° de rebentos novos.

2.3.3. Monitorizagédo da viabilidade das bactérias inoculadas

Foram retirados, no inicio da experiéncia, para frascos estéreis, 100 mL da cultura de bactéria
utilizada para preparar o Mix para o tratamento M e 8 x 100 mL das culturas de bactérias + Hidrogel
usados para preparar os tratamentos HM e HVM, com o objetivo de monitorizar a sobrevivéncia da
bactéria ao longo do tempo (20 semanas). Para isso, em cada semana, foram retirados 1 mL de cada
uma das solugdes, e foram efetuadas diluicdes sucessivas em meio nutritivo para posterior contagem
de UFC.

2.3.4. Atividade enzimatica do solo

2.3.4.1. Atividade da fosfatase

Foi pesado 1 g de solo fresco (< 2mm) de cada amostra de cada tratamento ao qual se adicionou 4
ml de tamp&o universal 10 OmM (pH 6.5). Os erlenmeyers foram cobertos com papel aluminio apés
ser adicionado 1 ml de substrato (disodium p-nitrophenyl phosphate), tendo sido colocados a incubar
a 37°C durante 30 minutos, com agitagdo de 110 rpm. Apds a incubagéo, adicionou-se 1 ml de CaCl:
0.5M e 4 ml de NaOH 0.5M para parar a reagao. Transferiram-se as amostras para tubos de 15 ml, e
colocou-se a centrifugar a 8000 rpm, durante 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo, a absorvancia

do sobrenadante foi lida a 420 nm. A concentragao de fosfatase foi obtida através de uma curva de

calibracao usando padrées com concentra¢des de p-nitrophenol 2mM conhecidas (de 0 a 60 ul).

2.3.4.2. Atividade da desidrogenase

Foi pesado 1 g de solo fresco (<2mm) de cada amostra para tubos estéreis de 20 mL. Adicionou-se
0,5 ml de 1% ftrifeniltetrazolium chloride (TTC) e 0,5 ml de 1% glucose, e agitou-se no vortex. As
amostras foram incubadas a 3 7°C durante 24h no escuro. Apds o periodo de incubagao, foi
adicionado 3 ml de metanol (99,9%) e vortexou-se. Durante 5 minutos centrifugou-se a amostra a
8500 rpm e recolheu-se o sobrenadante para um tubo de Falcon estéril de 50ml. Este procedimento
foi repetido trés vezes (ou até o sobrenadante sair incolor). Os tubos com o sobrenadante das
amostras foram centrifugados a 8500 rpm por 5 minutos e recolheu-se o sobrenadante para um balao
volumétrico de 10 mL, e acertou-se o volume com uma solugdo de metanol. A absorvancia foi lida a

485 nm. A concentragao de trifenil formazan (TPF) foi obtida através de uma curva de calibragdo

usando padrdes de concentragdes conhecidas (de 0 a 60 pl).
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2.3.4.3. Atividade da urease

Foi pesado, de cada amostra, solo fresco equivalente a 1 g de solo seco para um tubo de 20 mL, ao
qual foi adicionado 4 ml de tampé&o fosfato 0.2 M a pH 8.0 e 1ml de ureia 6.4%. Incubou-se durante
1h:30m, 120 rpm, a 37°C, na horizontal. Apds a incubagao, adicionou-se 5 ml de KClI, fecharam-se os
tubos e agitou-se. Os tubos foram centrifugados durante 3 minutos a 8000 rpm. Recolheu-se 3 ml de
sobrenadante para um tubo estéril previamente identificado, colocou-se o elétrodo e adicionou-se 1ml
de NaOH 1M (para elevar o pH até 12 e assegurar que todo o i&o amoénio esta na forma de NH4*) e
sO depois se registou o valor apds estabilizagdo. A concentragdo de urease é obtida através de uma

curva de calibragdo usando padrdes (com NH4Cl) com concentragdes conhecidas (102 a 10-4).

2.3.4.4. Hidrdlise de diacetato de fluoresceina (FDA)

Foi pesado 0.5 g de solo fresco e adicionado 5 mL de tampéo fosfato-sédio 60 mM a pH 7.6.
Colocou-se a incubar a 25°C durante 20 minutos com 110 rpm de agitagcdo. Foram depois
adicionados 5 mL de uma solugdo 2:1 de metanol e cloroférmio para interromper a reacgdo, e
centrifugou-se 10 minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi recolhido e a sua absorvancia foi lida a
490 nm. A concentragdo de Fluoresceina foi obtida através de uma curva de calibragdo usando

padrdes com concentra¢des de fluoresceina conhecidas (de 0 a 4 uM).

2.3.5. pH

A medigédo do pH das amostras foi realizada de duas formas: i) foram pesados 5 g de cada amostra
para um Falcon de 50 mL e foi adicionada uma solugdo 12.5 ml de KCI (1 mol L") e agitou-se; ii)
foram pesadas 5 g de cada amostra para um Falcon de 50 mL e foi adicionada 12.5 mL de H20 e
agitou-se. Deixou-se em repouso 2:30 h, apés o qual o pH foi lido com um medidor de pH calibrado
(CRISON) (Fig.11).
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Figura 11. Medic&o do pH das amostras.

2.3.6. Condutividade

Adicionou-se 25 mL de H20 a 5g de cada amostra de solo de cata tratamento testado e vortexou-se

as misturas. A condutividade foi determinada apds duas horas, com um condutivimetro.

2.3.7. Respiracéo do solo

Foram pesados, em duplicado, 20 g de solo humido de cada amostra para frascos de 250 mL com
tampa. Com um borrifador, humedeceu-se o solo o e abriu-se um pequeno espago no meio do solo e
colocou-se potes de vidro de 50 mL com 10 mL de NaOH 0.2M; fechou-se imediatamente os potes de
250 mL com a tampa. As amostras e os controlos foram colocados a incubar a 30 °C durante 3 dias.
Ao fim dos 3 dias de incubagao, procedeu-se as titulagbes, tendo o titulante sido uma solugéo de HCI
0.1M e o titulado uma solugdo de NaOH 0.2M. Para a preparagao da titulagao i) foram colocados 4
mL de cloreto de bario 0.5M e 3 gotas de fenolftaleina em gobelés (o niumero de gobelés foi igual ao
numero das amostras e controlos) e colocou-se um magneto para agitagao; ii) ajustou-se a bureta
com o HCI; iii) verteu-seo NaOH no gobelé com cloreto de bario e fenolftaleina; iv) iniciou-se as
titulagdes, quando a solugéo fica incolor para-se a titulagdo e procede-se a leitura do volume de HCI
utilizado. A taxa de produgao de carbono em forma CO: pela respiragdo de um solo (Cco2), expressa

em mg de C/kg de solo/h é calculada através da seguinte férmula:

(Volume de HCl utilizado no controlo — Volume de HCl utilizado na amostra).6 X 1073 x 10°

2 =
Ceo Média MS x tempo
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2.3.7.1. Humidade do solo
Foi pesado cerca de 5g de solo de cada amostra para cadinhos previamente pesados (P1). O
solo+cadinho foi pesado (P2) e colocado na estufa a 105°C durante 24h. Apds arrefecerem no
exsicador, os conjuntos solo+cadinho foram novamente pesados (P3) e a quantidade de agua no solo
foi determinada pela férmula:

(P2 — P1) — (P3 — P1)
(P3 — P1)

MS=1-] x 100]

2.3.8. Extragdo de metais biodisponiveis no solo (Cu, Zn, Ni, Zn, Fe, Ca, Na)

Foram pesados 5 g de solo de cada uma das amostras para tubos de 50 mL, aos quais se adicionou
25 mL de acetato de amonia (NH,CH3CO,) 1 M. Os tubos foram incubados 2h na horizontal para
maior homogeneizacao, centrifugados a 8000 rpm durante 10 minutos e filtrados (0,45 pM). O filtrado
foi recolhido para um tubo e guardado a 4°C até analise por plasma indutivamente acoplado (ICP-

OES) para a obtengdo da concentragdo dos seguintes metais zinco (Zn), niquel (Ni), ferro

(Fe),magnésio (Mg), calcio (Ca), cobre (Cu) e sédio (Na) presentes nas amostras de solo (Fig.12).

1]

Figura 12. Medicdo dos metais biodisponiveis das amostras em ICP-OES (PerkinElmer precisely optima 7000
DV)
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2.4. Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada no programa SPSS Statistics (IBM, New York, USA, versao 28.0). A

ANOVA one-way foi realizada O teste Post-Hoc de Duncan foi realizado para determinar as

diferengas estatisticamente significativas (P<0.05) entre os tratamentos.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacao das estirpes bacterianas selecionadas

As quatro estirpes bacterianas foram selecionadas com base na sua tolerancia a metais, efetuada no

ponto 2.2.

Algumas caracteristicas genéricas destas estirpes selecionadas encontram-se sumariadas na Tabela

6.

Tabela 6. Caracteristicas das estirpes identificadas.

Isolados 1 2 3 4
Estirpe Burkholderia contaminans Lelliotta Cupriavidus Bacillus
amnigena pauculus wiedmanni
Coloracao de* - - - +
Gram
Pigmentagéao da Amarela Amarela Rosa-claro Branca
colénia
Morfologia Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
Tipo de Aerdbica obrigatdria Anaerdbica Bacilo Anaerdbica
Respiragao* facultativa aerobico facultativa
Doencas Infegao pulmonar cronica Infegdes Infegdes Infegdes
causadas* em pessoas com fibrose urinarias nosocomiais gastrointestinais

cistica.

*in Cipolla et al., 2022; Miller et al., 2016; Negredo et al., 2017; Osei et al., 2022; Orterga & Bernal, 2011.

3.2. Tolerancia a metais

Os resultados relativos a tolerancia dos isolados nos diferentes meios de cultura suplementados com

metais (Cu, Cd, Zn e Pb) estdo representados na Tabela 7.
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Tabela 7. Tolerancia a metais das estirpes selecionadas.

Tolerancia a metais

Isolados Cu Cu Cd Cd Zn Pb 1000
750 ppm 1500 ppm 15 ppm 30 ppm 750 ppm ppm
Burkholderia
+ - + + + +
Contaminans
Lelliotta
+ - + + - +
amnigena
Cupriavidus
+ - + + - +
pauculus
Bacillus
- - + + - +
wiedmanni

-, sem crescimento; +, com crescimento

O isolado 1 (B. contaminans) cresceu em todos os meios testados exceto no meio com a maior
concentragao de cobre (1500 ppm). Os isolados 3 (C. pauculus) e 2 (L. amnigena) nao cresceram nos
meios com maior concentragao de cobre (1500 ppm) e zinco (1000 ppm). O isolado 4 (B. wiedmanni)
foi o que teve menor tolerancia aos metais, apenas tendo conseguido crescer nos meios com cadmio

e zinco.

Na Figura 13 é possivel ver dois exemplos de crescimento das estirpes estudadas nos meios

enriquecidos com metais.

Figura 13. Crescimento das estirpes em estudo em meios enriquecidos com metais; 1 - meio de cultura TSA

enriquecido com cobre (750 ppm); 2 - meio de cultura TSA enriquecido com cadmio (15 ppm).
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3.3. Producdo de substancias promotoras do crescimento vegetal pelas

estirpes bacterianas

3.3.1. Solubilizacdo de fosforo e producédo de enzimas extracelulares

Os resultados relativos a solubilizagdo de fosforo e produgdo de enzimas extracelulares (Lipases,

Proteases, Celulases e Pectinases) estdo representados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados relativos a solubilizagdo de fosforo e produgdo de enzimas extracelulares (Lipases,

Proteases, Celulases e Pectinases)

Isolado ISP Enzimas extracelulares
(n=3) Lipases Proteases Celulases Pectinases
1:Burkholderia 3,76+0,51 + + - +
contaminans

2:Lelliotta 1,06+0,08 - - - +

amnigena
3:Cupriavidus 1 + - + -

pauculus

4: Bacillus 1 - + + +

wiedmanni

Quando o ISP ¢é igual a 1 — ndo existe solubilizagdo; quando o ISP < 2 - existe um baixo indice de
solubilizagédo; quando 2<ISP<3 - médio indice de solubilizagdo, e quando o indice de solubilizagdo
(ISP)>3 — alto nivel de solubilizacdo (Inui, 2009). O isolado 1 possui um alto nivel de solubilizacdo de
P (ISP>3), o isolado 2 possui um baixo nivel de solubilizacdo de P (ISP < 2) e os isolados 3 e 4 ndo

possuem a capacidade de solubilizar P (ISP=1).

Na Figura 14 é possivel observar o halo formado pela bactéria B. contaminans (Iso1).

45



Figura 14. Solubilizagdo de P pela bactéria B. contaminans (Iso 1).

Relativamente a produgédo de enzimas extracelulares (Tab. 8), os isolados 1 e 4 produziram 3 das 4
enzimas testadas. No caso do isolado 1, este foi positivo para a produgéo de lipases, proteases e
pectinases. O isolado 4 foi positivo para a produgéo de proteases, celulases e pectinases. O isolado 3
foi positivo para a producgéo lipases e celulases. Ja o isolado 2 apenas foi positivo para a producao de

pectinases.
Na Figura 15 é possivel observar alguns exemplos dos resultados para a produgédo das enzimas em

estudo.
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Meio Lipases Meio Proteases

Figura 15. Exemplos da produgdo das enzimas extracelulares. Lipases: Positivo — halo com
precipitados; Proteases: Positivo - halo translucido; Pectinases: Positivo - halo translicido; Celulases:

Positivo - halo branco

3.3.2. Producao de NHs, Sideréforos, IAA e ACC
A capacidade de as bactérias produzirem NHs, Sideroforos, IAA e ACC encontram-se sumariada na

Tabela 9.
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Tabela 9. Resultados relativos a Produgédo de NHs, Sideroforos, IAA e ACC

Isolados NH; Sideréforos IAA ACC
(mg/mL) (nmoles/peso
(n=3) seco/h)
(n=3)
1:Burkholderia -
+ 1,82+0,31
Contaminans 102,5+11,02
2:Lelliotta amnigena ++ - 71,93+£10,22 0,27+0,10
3:Cupriavidus +
- 119,7+15,5 2,15+0,15
pauculus
4: Bacillus ++
) ) - 33,3916,38 0,08+0,02
wiedmanni

(-) sem produgéo;(+) com produgao ; (++) com boa produgéo.

Relativamente a produgao de NHs, apenas os isolados 2, 3 e 4 foram positivos (Tab. 9; Fig.16).
Todos os isolados estudados foram positivos para a producdo de IAA (Tab. 9), tendo os valores de
IAA variado entre 33,39 a 119,7 (ug/mL). Os isolados que produziram uma maior concentragdo de
IAA foram os isolados 1 e 3. A atividade da ACC deaminase foi detetada em todos os isolados
estudados, variando entre 0,08 a 2,15 (nmoles/peso seco/h). O isolado que registou a maior atividade
foi o isolado 3, seguido pelo isolado 1.

O unico isolado positivo para a produgao de sideréforos foi o isolado 1 (Tab.9, Fig. 17).

Figura 16. Exemplos de resultados de produgdo de NHs. B, Branco; +, Positivo; -, Negativo.
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Figura 17. Exemplos de resultados dos Sideroforos. +, positivo (mudanga de cor do meio); -, negativo.

3.4. Resultados do ensaio experimental em estufa

3.4.1. Quantidade de agua utilizada

A rega das plantas foi efetuada de forma que fosse mantida a h adequada do solo. A quantidade de
agua total utilizada para a rega no final de 20 semanas foi semelhante para todos os tratamentos
(Tab.10). Os valores variaram entre 16900 e 17380 mL de agua. O tratamento em que foi necessario

uma maior quantidade de agua foi o H, e o que necessitou menos foi o M.

Tabela 10. Média da quantidade de agua utilizada para rega durante toda a experiéncia.

Tratamentos Quantidade de agua utilizada na rega (mL)
c1 17000
c2 17000
Vv 17000
H 17380
HM 17280
VH 17280
HVM 17280
M 16900
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3.4.2. Alongamento e numero de rebentos
Os valores do numero de rebentos e do alongamento do caule no final do ensaio experimental estdo

apresentados nas Fig.18 e Fig.19, respetivamente.

Media do N2 de rebentos
a5 b =+*E(R) = 2,950

[re}
n T
e —

M2 de rebertos

_ .J
[=] no e n  hk n
< D

—_—
W
I w
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H HM VH HVM
Tratamentos

C1 Cc2

Figura 18. Numero de rebentos em cada tratamento no fim do ensaio experimental. Os resultados s&o
apresentados como média + desvio padrdo (n=4). Foi utilizado o método estatistico Anova - um fator para
determinar a influéncia dos tratamentos (C1 — Controlo; C2 — Controlo com planta; H — Planta com Hidrogel; V —
Planta com composto organico; VH — Planta com Hidrogel e composto organico; M — Planta com Mix; HM -
Planta com Hidrogel e Mix; HVM — Planta com Hidrogel, Composto orgénico e Mix) no parametro niumero de
rebentos. Em cada coluna as letras diferentes significam agrupamentos de grupos significativamente diferentes
uns dos outros de acordo com o teste de Duncan, com NS - ndo significativo P < 0,05. Para o ndmero de
rebentos os valores da ANOVA unidirecional é ***F(F) =2,950, os resultados sdo apresentados como NS - Nao

significativo no nivel P>0,05; significativo ao nivel P<0,05.

Relativamente ao numero de rebentos, os valores variaram entre 0 e 3 rebentos, sendo o
tratamento que obteve o maior nimero de rebentos o HM e o que obteve menos foi o0 C2. Os valores
do alongamento do caule variaram entre 11,35 e 54,325 cm. De acordo com os resultados obtidos o

tratamento onde houve maior alongamento foi o HVM e o que obteve menor alongamento foi o V.

50
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Figura 19. Alongamento das plantas em cada tratamento no fim do ensaio experimental. Os resultados s&o
apresentados como média + desvio padrdo (n=4). Foi utilizado o método estatistico Anova - um fator para
determinar a influéncia dos tratamentos (C1 — Controlo; C2 — Controlo com planta; H — Planta com Hidrogel; V —
Planta com composto organico; VH — Planta com Hidrogel e composto organico; M — Planta com Mix; HM -
Planta com Hidrogel e Mix; HVM — Planta com Hidrogel, Composto organico e Mix) no parametro alongamento
das plantas. Em cada coluna as letras diferentes significam agrupamentos de grupos significativamente
diferentes uns dos outros de acordo com o teste de Duncan, com NS - n&o significativo P < 0,05. Para o nimero
de rebentos os valores da ANOVA unidirecional é ***F(F) =2,015, os resultados sdo apresentados como NS- Nao

significativo no nivel P>0,05; significativo ao nivel P<0,05.

3.4.3. pH e Condutividade do solo

Os resultados da condutividade e pH do solo de todos os tratamentos testados no ensaio

experimental estao representados na Tabela11.

Tabela 11. Condutividade e pH do solo de todos os tratamentos testados no ensaio experimental.

Tratamento Condutividade (puS/cm) pH H20 pH KCI

C1 28,50+ 7,782 4,85 + 0,022 4,36 + 0,062

Cc2 34 + 13,342 4,82 + 0,062 4,76+ 0,07°

H 122,50 + 31,38 4,99 + 0,22° 4,95+ 0,11¢

\" 300,75 + 117,58¢ 6,85 £ 0,10° 6,11+ 0,114

VH 316,50 + 109,78¢ 6,93 £0,04¢ 6,10+ 0,25¢

M 106,75 + 23,10 4,84 + 0,332 4,41+ 0,112

HM 171,75 + 48,34° 4,97 + 0,14 4,8+ 0,130¢
HVM 347,25 + 99,94¢ 7,11 £ 0,04¢ 5,79 £ 0,19¢
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***E = 38 700 **E = 271,648 ***F = 125,676

Os resultados sao apresentados como média * desvio padrdo (n=4). Foi utilizado o método estatistico Anova -
um fator para determinar a influéncia dos tratamentos (C1 — Controlo; C2 — Controlo com planta; H — Planta com
Hidrogel; V — Planta com composto organico; VH — Planta com Hidrogel e composto organico; M — Planta com
Mix; HM - Planta com Hidrogel e Mix; HVM — Planta com Hidrogel, Composto organico e Mix) nos parametros
estudados (Condutividade, pH). Em cada coluna as letras diferentes significam agrupamentos de grupos
significativamente diferentes uns dos outros de acordo com o teste de Duncan, com NS - n&o significante P <
0,005. Para a Condutividade e o pH os valores da ANOVA unidirecional ¢ ***F(C) = 38,700, ***F(pH H20) =
271,648, ***F(pH KCI) = 125,676, os resultados sao apresentados como NS- N&o significativo no nivel P>0,05;

significativo ao nivel P<0,05.

Relativamente aos valores do pH estes variam entre 4,36 e 7,11 sendo os tratamentos com composto
organico os que obtiveram um pH mais alto. Os resultados da condutividade variaram entre 28,50 e
347,25 uS/cm. Os resultados obtidos sugerem que os tratamentos com composto organico tém uma
condutividade do solo mais alta; a adicdo do hidrogel e mix também aumentou ligeiramente a

condutividade do solo.

3.4.4. Viabilidade da bactéria inoculada no Mix com/sem Hidrogel

A viabilidade da bactéria inoculada no ensaio experimental foi testada durante 20 semanas (Fig. 26).
A cultura bacteriana em meio TSB utilizada para a Mix sem hidrogel (A+B) manteve-se viva durante
19 semanas, sendo a Ultima contagem de 1,0x102 UFC/g. Relativamente as culturas bacterianas em
meio TSB utilizadas para a Mix com hidrogel, 4 delas mantiveram-se viaveis 8 semanas e as outras 4
mantiveram-se viaveis até ao final das 20 semanas, sendo as ultimas contagens com os seguintes
valores: 2,20x105, 1,67x10%, 2,60x103, 9,0x10* UFC/g.
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Tabela 12. UFC/g sobre a viabilidade da bactéria inoculada no ensaio experimental testado durante 20 semanas. As amostras testadas foram: A+B- Bactéria utilizada para a

Mix sem hidrogel e com agua; H+B1, H+B2, H+B3, H+B4, H+B5, H+B6, H+B7, H+B8- Bactéria utilizada para a Mix com hidrogel, legendada com nimeros do 1 até ao 8, pois

foram 8 vasos inoculados com a Mix com hidrogel e as amostras retiradas destes.

Semanas Contagem bacteriana (UFC/g)
A+B HB1 HB2 HB3 HB4 HB5 HB6 HB7 HB8
1 6,25E+06 2,00E+06 2,30E+06 2,60E+06 2,60E+06 2,40E+06 2,60E+06 1,80E+06 3,20E+06
2 3,50E+06 9,00E+05 1,80E+06 1,30E+06 1,10E+06 8,00E+05 2,30E+06 1,10E+06 2,20E+06
3 3,00E+06 5,00E+05 7,00E+05 6,00E+05 5,00E+05 6,00E+05 1,60E+06 8,00E+05 2,00E+06
4 1,00E+06 2,80E+05 5,00E+05 7,00E+05 3,40E+05 5,20E+05 1,10E+06 6,70E+05 5,30E+05
5 1,10E+06 5,00E+05 4,30E+05 4,00E+05 3,10E+05 4,50E+05 1,30E+06 7,00E+05 5,00E+05
6 6,00E+05 2,50E+05 4,00E+04 8,00E+05 2,00E+05 3,50E+04 3,80E+04 7,20E+05 1,70E+05
7 5,00E+05 8,00E+04 2,80E+04 2,00E+05 1,90E+04 7,00E+03 1,80E+04 2,50E+05 1,50E+05
8 4,50E+05 4,00E+05 0 2,70E+05 0 0 0 2,20E+05 1,10E+05
9 1,00E+05 5,30E+05 0 2,30E+05 0 0 0 5,10E+05 7,00E+05
10 2,00E+04 9,00E+05 0 1,50E+05 0 0 0 3,00E+05 6,30E+05
11 2,00E+04 8,00E+05 0 1,50E+05 0 0 0 5,60E+05 3,00E+05
12 1,80E+04 1,00E+05 0 1,00E+05 0 0 0 1,60E+05 2,63E+05
13 1,60E+04 5,00E+05 0 5,40E+05 0 0 0 2,30E+05 3,00E+05
14 8,70E+03 6,40E+05 0 8,00E+05 0 0 0 2,30E+05 2,50E+05
15 3,50E+03 1,12E+06 0 7,10E+05 0 0 0 1,90E+05 2,30E+05
16 5,80E+02 6,30E+05 0 1,00E+05 0 0 0 8,00E+04 2,10E+05
17 2,00E+02 1,80E+05 0 1,98E+05 0 0 0 2,54E+04 1,50E+05
18 3,00E+02 1,70E+05 0 1,98E+05 0 0 0 1,55E+04 1,00E+05
19 1,00E+02 3,00E+05 0 9,90E+04 0 0 0 1,00E+04 1,10E+05
20 0 2,20E+05 0 1,67E+04 0 0 0 2,60E+03 9,00E+04
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3.4.5. Atividade enzimatica do solo

Relativamente a atividade enzimatica do solo dos tratamentos testados no ensaio experimental os
resultados encontram-se na Figura 20.

A atividade enzimatica da fosfatase (Fig. 20a) foi registada em todos os tratamentos testados; os
valores variam entre 26,93 e 123,38 (ug p-nitrophenol/g solo fresco/hora). Os tratamentos em que os
picos de atividade se destacaram foram os que continham corretivo organico, principalmente o V. A
atividade da enzima desidrogenase (Fig. 20b), registou valores entre 0,62 e 70,31 (ug TPF/g solo
fresco/dia). Os picos de atividade significativos da desidrogenase foram nos tratamentos que contém
0 composto organico, sendo o maior pico de atividade no tratamento VH. A atividade FDA (Fig. 20c)
foi registada em todos os tratamentos testados; os valores variam entre 1,38 e 4,90 (ug Fluoresceina/
g solo fresco / hora). Nos tratamentos que contém composto organico e/ou a mix o pico de atividade
do FDA foi mais elevado que nos outros tratamentos. No tratamento HVM houve o maior pico da
atividade da enzima. A atividade da urease (Fig. 20d) foi registada em todos os tratamentos testados
exceto no tratamento H. Os valores variaram entre 0 e 28,38 (ug NH3/ g/ hora). No tratamento HM

houve a maior atividade da enzima.
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Figura 20. Atividade enzimatica do solo. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=4). Foi utilizado o método estatistico Anova - um fator para
determinar a influéncia dos tratamentos (C1 — Controlo; C2 — Controlo com planta; H — Planta com Hidrogel; V — Planta com composto organico; VH — Planta com Hidrogel e
composto organico; M — Planta com Mix; HM - Planta com Hidrogel e Mix; HVM — Planta com Hidrogel, Composto organico e Mix) nos parametros estudados (Desidrogenase,
Fosfatase, FDA, Urease). Em cada coluna as letras diferentes significam agrupamentos de grupos significativamente diferentes uns dos outros de acordo com o teste de
Duncan, com NS - néo significante P < 0,05. Para a Desidrogenase, Fosfatase, FDA, Urease do solo os valores da ANOVA unidirecional sdo ***F(F) = 18,642, ***F(D) =
46,972, ***F(FDA) = 5,355, ***F(U) = 30,021, os resultados sdo apresentados como NS- Nao significativo no nivel P>0,05; significativo ao nivel P<0,05.
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3.4.6. Respiragao microbiana

Relativamente a respiragdo microbiana do solo registou-se atividade em todos os tratamentos
(Fig.21).

Respiragdo do solo ***E(R) = 7,522

C
b,c
T
I a,b
VH HVM  HM
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apresentados como média * desvio padrao (n=4). Foi utilizado o método estatistico Anova - um fator para
determinar a influéncia dos (C1 — Controlo; C2 — Controlo com planta; H — Planta com Hidrogel; V — Planta com
composto organico; VH — Planta com Hidrogel e composto organico; M — Planta com Mix; HM - Planta com
Hidrogel e Mix; HVM — Planta com Hidrogel, Composto organico e Mix) no parametro estudado Respiragdo do
solo. Em cada coluna as letras diferentes significam agrupamentos de grupos significativamente diferentes uns
dos outros de acordo com o teste de Duncan, com NS - n&o significante P < 0,005. Para a respiragéo do solo o
valor de ANOVA unidirecional & ***F(R) = 7,922, os resultados sdo apresentados como NS- N&o significativo no

nivel P>0,05; significativo ao nivel P<0,05.

Os valores variaram entre 0,15 e 0,89 Ccoz2 (mg C/kg solo. h). Os tratamentos em que se registou
uma maior atividade foram os que contém composto orgénico. No tratamento V registou-se o maior

pico de atividade da respiragdo microbiana.

3.4.7. Concentragédo de metais biodisponiveis

Na Tabela 13 estdo representados os resultados relativos a concentragdo dos metais Zn, Ni, Fe, Mg,
Ca, Cu e Na biodisponiveis em cada tratamento testado neste ensaio experimental. Relativamente ao
Zn os resultados mostram que a concentragdo encontrada é muito baixa entre 0 e 0,151 (mg/Kg) e
que ndo existem diferencas significativas entre os tratamentos testados (p<0.05). Os valore de Ni
variam entre 0 e 0,011 (mg/Kg) e também ndo se verificaram diferengas significativas entre os
tratamentos testados (p<0.05). Os valores de Fe foram nulos para todos os tratamentos testados. Os
valores de Mg variam entre 3,096 e 20,325 (mg/Kg), o tratamento com maior concentragéo foi o V, e
0 com menor concentragdo foi o M. Os valores de Ca variam entre 9,943 e 276,34 (mg/Kg), o
tratamento com maior concentragao foi o V, e 0 com menor concentragédo foi o H. Os valores de Cu
variam entre 1,39 e 4,19 (mg/Kg), o tratamento com maior concentragéo foi o M, e o com menor
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concentragdo foi o HVM. Os valores de Na variam entre 1,93 e 15,99 (mg/Kg), o tratamento com

maior concentragdo foi o V, e o com menor concentragao foi o C1.
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Tabela 13. Concentragdo dos metais (Zn, Ni, Fe, Mg, Ca, Cu e Na) nos tratamentos testados no ensaio experimental.

Metais
mg/kg
Zn Ni Fe Mg Ca Cu Na
Tratamentos
C1 0,151+0,1102 0,009+0,0022 0 3,389+0,7092 12,079+2,8682 4,034+0,3092 1,930+0,6342
C2 0,063+0,0982 0,011+0,0012 0 3,137+0,3932 10,739+1,6202 4,10040,0692 2,129+1,0632
H 0,014+0,0192 0,008+0,0012 0 3,17+0,2462 9,943+1,2382 3,529+0,368° 2,426+0,3892
\) 02 0,001+0,0032 0 20,325+4,23b 276,336+64,327° 1,567+0,077¢ 15,999+2,089°
VH 0,003+0,0062 02 0 16,229+3,565¢ 257,259+62,833° 1,447+0,141¢ 10,070+4,414¢
M 02 0,008+0,0022 0 3,096+0,2992 10,230+1,0252 4,195+0,0672 10,362+3,04¢
HM 02 0,010+0,0012 0 3,597+0,3422 11,320+1,6502 3,444+0,314b 9,486+4,113¢
HVM 02 02 0 16,433+1,877°¢ 260,880+38,243° 1,399+0,113¢ 14,964+2 657> ¢
***E=2473 ***F =2,646 ***F =153,853 *F =397,771 E =147,179 WE = 24,048
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Resultados da concentragdo dos metais (Zn, Ni, Fe, Mg, Ca, Cu e Na) nos tratamentos testados no ensaio
experimental. Os resultados sdo apresentados como meédia + desvio padrdo (n=4). Foi utilizado o método
estatistico Anova - um fator para determinar a influéncia dos tratamentos (C1 — Controlo; C2 — Controlo com
planta; H — Planta com Hidrogel; V — Planta com composto orgénico; VH — Planta com Hidrogel e composto
organico; M — Planta com Mix; HM - Planta com Hidrogel e Mix; HVM — Planta com Hidrogel, Composto organico
e Mix) no parametro concentragdo dos metais (Zn, Ni, Fe, Mg, Ca, Cu e Na). Em cada coluna as letras diferentes
significam agrupamentos de grupos significativamente diferentes uns dos outros de acordo com o teste de
Duncan, com NS - ndo significante P < 0,005. Para a concentragdo dos metais (Zn, Ni, Fe, Mg, Ca, Cu e Na) o
valor de ANOVA unidirecional é ***F(Zn) = 7,922, ***F(Ni) =2,646, ***F(Mg) =153,853, ***F(Ca) =397,771,
***F(Cu) =147,179, ***F(Na) = 24,048, os resultados sdo apresentados como NS- N&o significativo no nivel

P>0,05; significativo ao nivel P<0,05.
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5. Discussao

5.1. Selecao da estirpe a utilizar no ensaio experimental

Devido a problematica da degradagao do solo por todo o mundo, o uso de bactérias promotoras de
crescimento vegetal € uma estratégia que tem ganho destaque por uma estratégia amiga do
ambiente utilizada para a fitorremediacdo dos solos, favorecendo o desenvolvimento e a
produtividade das culturas. As bactérias promotoras de crescimento vegetal possuem a capacidade
de produzir substancias que promovem o crescimento das plantas. As estirpes bacterianas isoladas
neste trabalho foram testadas a fim de verificar qual dos isolados se encaixava melhor nesta
categoria de bactérias. A produgéo de fésforo (P) foi testada, ja que este € um nutriente crucial para
as plantas e bactérias. Certas BPCV sao capazes de solubilizar o fosfato insoluvel o que permite a
sua absorgdo pelas plantas. Neste ensaio, as bactérias que foram incapazes de solubilizar o
precipitado de fosfato de calcio ndo conseguiram crescer, e as bactérias que tém essa capacidade
cresceram e desenvolveram halos claros (translucidos) ao redor da col6nia (Handy et al, 2021).

As enzimas extracelulares desempenham um papel importante na decomposi¢ao do material
organico, devido ao carater insoliuvel e macromolecular da maioria dos componentes
organicos. Portanto, as enzimas sdo parte integral da ciclagem de nutrientes, influenciando
diretamente a fertiidade dos solos, sendo que a maior parte das enzimas no solo tem
origem microbiana (Ramos et al. 2018). Neste estudo, avaliou-se a producdo de 4 enzimas
extracelulares hidroliticas microbianas, destacando-se os isolados 1 e 4, ambos produzindo 3 das 4
enzimas testadas (Tab.8).

A avaliagdo da tolerancia das estirpes a metais também é um parametro importante, pois o isolado
escolhido seria inoculado num solo contaminado com metais, e € essencial que este consiga
sobreviver nessas condigdes. Dos 4 isolados estudados, a estirpe com maior tolerancia aos metais
testados foi o isolado 1, apenas nao sendo tolerante a maior concentracdo de cobre testada. Os
isolados 3 e 2 também tém a capacidade de tolerar metais, e apenas nao sobreviveram a maior
concentragao de cobre e zinco (Tab.7).

O azoto (N) € comummente considerado o nutriente mais limitante para o desenvolvimento vegetal.
Em muitos solos, a produg¢do das culturas é severamente limitada pela deficiéncia de N, o que os
torna dependentes da aplicacdo de adubos nitrogenados sintéticos. A produgdo de amoénia pelas
BPCV ¢é uma caracteristica importante para a promogado do crescimento das plantas. pois, foi
demonstrado que o amoniaco produzido pelas BPCV fornece azoto as plantas hospedeiras e, assim,
promove o alongamento das raizes e dos rebentos e a sua biomassa (Bhattacharyya et al., 2020).
Dos 4 isolados estudados, 3 obtiveram resultados positivos para a produgdo de amodnia, apenas o
isolado 1 ndo produz amonia.

O IAA é uma auxina que promove o crescimento das plantas e aumenta a resisténcia as condigbes
de stress. Essa fito-hormona pode influenciar positivamente o desenvolvimento de plantas, ja que é

capaz de tornar a absorgédo de nutrientes mais eficientes. Algumas bactérias possuem a capacidade
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de produzir IAA auxiliando assim as plantas (Glick, 2012). Os isolados que produziram uma maior
concentracao de IAA foram o isolado 1 e o isolado 3 (Tab.9).

A hormona vegetal etileno esta envolvida na resposta das plantas ao stress, a molécula precursora
do etileno, ACC, pode ser usada como fonte de azoto pelas BPCV, e com isso a bactéria limita a
quantidade de etileno produzido (Handy et al, 2021). Os isolados que produziram uma maior
concentracao de ACC foram os isolados 1 e 3 (Tab. 9).

Os microrganismos e as plantas necessitam de um alto nivel de ferro. A competicao pelo ferro na
rizosfera & problematica onde plantas, bactérias e fungos competem pelo ferro. Os sideréforos
produzidos pelas BPCV podem ajudar as plantas nessa captagdo de ferro, para além de poderem
impedir que alguns fitopatogénicos adquiram o ferro necessario para proliferar (Glick, 2012). A Unica
estirpe que produziu sideréforos foi o isolado 1 (Tab. 9). Existem na literatura artigos onde se
estudaram isolados com o objetivo de conhecer se possuem caracteristicas das BPCV. Por exemplo,
0 estudo sobre Bacillus cereus onde varias estirpes ambientalmente seguras foram estudadas em
condi¢des de estufa e campo e mostraram muitos caracteristica significativas, incluindo producao de
IAA e acido aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) ou solubilizagdo de fosfato, o que permite
promogao do crescimento vegetal. Além disso, estirpes de B. cereus produziram enzimas
extracelulares o que permite a estimulagao indireta do crescimento da planta. No que diz respeito ao
controle bioldgico, essas BPCV podem suprimir o desenvolvimento de fitopatdgenicos (Kulkova, et al.,
2023).

Temos o exemplo do trabalho onde foi feita a caracterizacdo de bactérias nativas (localizadas em
zonas contaminadas pela drenagem acida de minas) promotoras do crescimento de plantas
resistentes a metais pesados (BPCV) e os seus efeitos no crescimento das plantas, absorcdo de
nutrientes, atividades de enzimas antioxidantes e acumulagdo de metais. Foram testadas as
caracteristicas promotoras do crescimento vegetal, incluindo 1-aminociclopropano-1-caboxilato (ACC)
deaminase, acido indolacético, sideréforos, produgao de amonia e solubilizagao de fosfato, bem como
resisténcia a antibidticos, onde dez isolados com atividades relativamente altas de caracteristicas
promotoras do crescimento vegetal foram identificados como pertencentes aos géneros Burkholderia,
Paraburkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas e Ralstonia (Wu et al., 2019).

Também existem varios artigos que confirmam que as BPCP ajudam as plantas a sobreviver e a
fazer a fitoremediagdo dos solos contaminados. Como o exemplo do estudo onde foi testado o
potencial de fitorremediacdo de Vigna radiata na presenca de BPCV de solos contaminados com
metais (Pb, Ni e Cr). Os resultados revelaram um efeito estimulador por parte das BPCV no
crescimento e capacidade de fitoextragdo da planta, ou seja, o estudo concluiu o papel benéfico do
BPCYV para a fitoremediagdo bemsucedida de metais (Zulfiqar et al, 2022).

Um estudo testou a fitoremediacdo de residuos de minas com Ricinus communis inoculados com
BPCV. Os resultados revelaram que as BPCV ajudam a reduzir o stress nas plantas gerado pelos
metais e aumenta a sua atividade enzimatica, podendo ser utilizadas como bioinoculantes para
favorecer os processos de fitoremediagcado (Mendoza-Hernandez, et al., 2023).

A escolha da estirpe para o desenvolvimento do ensaio experimental teve em consideragdo a

avaliacao da capacidade dos isolados de produzir substincias que promovem o crescimento das
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plantas, do estudo bibliografico da espécie de cada isolado e da tolerancia dos isolados a metais. O

isolado escolhido foi o isolado 1(C. pauculus).

5.2. Ensaio experimental em estufa

A quantidade de agua utilizada para a rega foi bastante semelhante para todos os tratamentos
(Tab.10), mas seria de esperar que os tratamentos com hidrogel consumissem uma menor
quantidade de agua que os restantes devido ao seu poder de reter uma grande quantidade de agua e
libertando-a aos poucos, aumentando a disponibilidade de agua e de nutrientes para as plantas
(Freitas et al, 2019). Nesta experiéncia essa diminuigdo do consumo de agua néo foi verificada. Isso
pode dever-se a quantidade de hidrogel adicionado (2g/L de substrato). Existe um estudo que
pretendeu avaliar a utilizagdo de diferentes dosagens de hidrogel no armazenamento de agua no solo
destacando-se as vantagens e desvantagens de cada dosagem. Utilizaram-se trés diferentes
dosagens do hidrogel (4, 8 e 12 g por vaso com 8 kg de solo) permitindo analisar a eficiéncia do
produto em fungao da disponibilidade de agua. O hidrogel utilizado foi um co-polimero de poliacrilato
de potassio. A dose de 4 g por vaso foi considerada a dose técnica viavel devido a sua eficiéncia em
armazenar agua no solo. A maior dosagem (12 g por vaso) causou "inchago" do solo acarretando em
perda do produto, solo e possivel estrangulamento radicular (Mendonga et al., 2013).

Relativamente a viabilidade da bactéria inoculada no ensaio experimental esta foi testada durante 20
semanas (Tab.13). A cultura bacteriana em meio TSB utilizada para a Mix sem hidrogel (A+B)
manteve-se viva durante 19 semanas. Relativamente as culturas bacterianas em meio TSB utilizadas
para a Mix com hidrogel, apenas 50% das culturas se mantiveram viaveis até as 20 semanas.

Na literatura existem artigos que relatam que o ambiente aquoso dos hidrogéis e a sua porosidade
fornecem uma interface favoravel para interagdo e adesdo bacteriana. A ades&o bacteriana em
superficies de hidrogel € um processo complexo governado por multiplos fatores, incluindo rigidez do
hidrogel, porosidade, espessura, rugosidade superficial, e motilidade bacteriana. A rigidez do hidrogel
€ a propriedade mais amplamente estudada, mas n&o ha consenso sobre a correlagéo entre a rigidez
do hidrogel e a ades&o e crescimento bacteriano. E importante observar que o processo de ades&o
bacteriana em hidrogéis ndo é universalmente aplicavel para todas as espécies/cepas bacterianas,

uma vez que cada bactéria possui caracteristicas celulares unicas (Dsouza et al., 2022).

5.2.1. Avaliagao do desenvolvimento da planta

Analisando os resultados obtidos sobre o nimero de rebentos e os valores do alongamento do caule
de todos os tratamentos testados, podemos observar que, sem o auxilio do hidrogel, composto
organico (vermicomposto) ou mix, o numero de novos rebentos foi baixo, e o alongamento do caule
também foi pequeno (Fig.18 e Fig. 20). Esse facto comprova que a adigdo de hidrogel,
vermicomposto e indculo microbiano (Mix) ajudaram no desenvolvimento e crescimento da planta. O
tratamento que obteve o maior nimero de rebentos foi o HM (3 rebentos) e o tratamento onde houve

maior alongamento foi o HVM (54,33cm).
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Estudos comprovam que ambos os organismos (mix - bactéria + fungo) promovem o crescimento das
plantas através da melhoria da nutricido das plantas e da inibigdo de patogénicos fungicos das plantas
(Emmanuel & Babalola, 2020). Um estudo pretendeu estudar o efeito de uma BPCV nativa e dos
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em combinagéo na produtividade do trigo. Um total de trés
bactérias nativas e cinco nao-nativas foram usadas com e sem FMA numa experiéncia em vaso
aberto com duas variedades de trigo para avaliar seu efeito na produtividade do trigo, na absorgéo de
nutrientes e nos parametros de saude do solo. Plantas de trigo submetidas ao tratamento com uma
BPCV nativa (Bacillus subtilis) e FMA deram os melhores resultados com referéncia ao teor de
macronutrientes (nitrogénio e fésforo), micronutrientes (ferro e zinco) em graos de trigo e parametros
relacionados ao rendimento como o numero de graos por espiga (Yadav et al., 2020.)

Outro estudo encontrado teve como objetivo avaliar o efeito do corretivo organico (vermicomposto) e
da adicdo de FMA na fitorremediacao de solos contaminados com cobre. As plantas utilizadas foram
de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) e foram inoculadas com o FMA Rhizophagus clarus.
Verificou-se que o uso de vermicomposto aumentou o crescimento das plantas (Rangel, etal., 2023).
Relativamente ao hidrogel, existe um estudo que teve como objetivo determinar como o hidrogel de
lignina biodegradavel afetou a disponibilidade de agua no solo para o milho cultivado em condigdes
de seca. Foi utilizado um hidrogel de lignina nas concentragdes de 0,3% e 0,6% (em peso) em vasos
submetidos a deficiéncia ou suficiéncia hidrica, e comparado ao hidrogel de poliacrilato de sédio que
foi aplicado nas mesmas doses. As plantas de milho eram mais altas, tinham maior teor de fésforo e
mais biomassa quando cultivadas em solo com hidrogel de lignina e hidrogel de poliacrilato de sédio

do que sem hidrogel (Mazloom et al., 2020).

5.2.2. Avaliagéo do pH e da condutividade

Neste trabalho foram avaliados o pH e a condutividade do solo de todos os tratamentos testados. No
solo, a disponibilidade de nutrientes esta relacionada com a concentracdo de ides de hidrogénio, que
€ a medida do pH do solo. A variagdo do pH no ambiente tem impacto direto na disponibilidade de
nutrientes e no crescimento das plantas. A faixa de pH entre 5,5-6,5 € a ideal para o crescimento das
plantas pois a disponibilidade de nutrientes é a ideal. O “solo” da escombreira utilizado nesta
experiéncia pode ser classificado como fortemente acido e analisando o pH do solo de todos os
tratamentos testados, verificou-se que apenas a adigdo de composto organico conseguiu aumentar
bastante o pH (Tab.11). Na literatura existem estudos que comprovam que a adigdo de compostos
organicos corrige o pH do solo de minas, como o estudo que teve como objetivo determinar os efeitos
a médio prazo de corregbes organicas nas propriedades fisicas do solo e na resposta hidrolégica do
solo, a conclusdo deste estudo afirma que o uso de corretivos organicos deve ser incentivado na
recuperacdo de solos de minas e deve ser fortemente recomendado por seus comprovados
beneficios ambientais (aumento da estrutura e infiltracdo do solo e redugcdo das perdas de solo)
(Luna, et al., 2017). Outro estudo foi para avaliar os efeitos de corretivos organicos na estabilizagao
de metais e o potencial de Brassica juncea L. para fitoestabilizagdo em solos de minas, em que os
resultados mostraram adicao de estrume pode ser eficaz para a estabilizacdo de metais e para

aumentar a capacidade de fitoestabilizacdo de B. juncea em solos de minas, que tal como no meu
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ensaio experimental, o pH aumentou apoés a adi¢cdo do corretivo organico (Esteban, et al., 2014). A
condutividade elétrica (CE) é a medida da capacidade do solo de conduzir corrente elétrica e é o
método mais comum para a avaliagdo in situ da salinidade do solo (que nos indica a quantidade de
sais no solo), também avalia indiretamente a disponibilidade de nutrientes no solo (CE muito baixo —
baixa disponibilidade de nutrientes; CE muito alto — excesso de nutrientes) (Friedmann, 2005). A
condutividade elétrica do solo é influenciada por propriedades fisico-quimicas (sais soluveis), teor em
argila e mineralogia, teor de agua no solo, densidade do solo, matéria orgéanica, e temperatura do
solo (Corwin & Lesch,2005). A condutividade do “solo” foi testada para todos os tratamentos
estudados e os resultados obtidos sugerem que a adigdo do composto organico aumentou bastante a
condutividade do solo; a adigdo do hidrogel e mix também aumentou ligeiramente a condutividade do
solo. Todos os tratamentos encaixam na classificacdo de um solo ndo salino (NRSC, 2017). Alguns
tratamentos como o0 C1 e o0 C2 tém uma EC muito baixa o que também indica baixa disponibilidade
de nutrientes. Um estudo examinou o efeito da adicdo de 15 compostos organicos (estrume de
galinha, porco, cavalo, gado e codorna, lodo de esgoto 1 e 2, serragem de eucalipto, substrato
vegetal, fibra de coco, casca de pinus, casca de café, turfa, composto de cal e biochar) em solos, no
seu pH e condutividade. O uso de alguns adubos e composto aumentou o pH para niveis acima
daqueles considerados adequados para o crescimento das plantas. A condutividade do solo também
aumentou com a adigdo dos compostos organicos (Carmo et al.,, 2016). O estudo que pretendeu
avaliar a utilizagado de diferentes dosagens de hidrogel (4, 8 e 12 g por vaso com 8 kg de solo) no
armazenamento de agua, utilizando hidrogel (co-polimero de poliacrilato de potassio), confirmou que
todas as doses utilizadas nesse estudo causaram o acréscimo na condutividade elétrica do solo
radicular (Mendonca et al., 2013). O aumento da condutividade com a adicdo do Mix, pode ser devido
ao facto de que a inoculagao de BPCV e o FMA tenha aumentado a disponibilidade de nutrientes no

“solo”, pois esta descrito que estas melhoram a qualidade do solo (Yu et al., 2022).

5.2.3. Avaliagdo da atividade biolégica do solo através da analise de producdo de

enzimas extracelulares

Para avaliar a atividade biolégica do “solo” dos diferentes tratamentos desta experiéncia foram
analisadas as suas atividades enzimaticas, nhomeadamente da fosfatase, da desidrogenase, da
urease e da hidrélise de diacetato de fluoresceina. O fosforo € um nutriente essencial para o
desenvolvimento das plantas, e a maior parte deste que se encontra no solo esta sob a forma de
fosfatos inorganicos, ndo podendo ser utilizados pelas plantas. Existem diversos microrganismos no
solo que sdo capazes de solubilizar fésforo auxiliando as plantas no seu desenvolvimento. A
capacidade de solubilizagao de fosfatos esta relacionada com a capacidade de os microrganismos
produzirem acidos organicos e/ou polissacarideos extracelulares e pela produgdo de enzimas
fosfatases (Ribas et al.,, 2016). As fosfatases s&o enzimas e catalisam a hidrélise de compostos
fosfatados orgénicos com a producdo de fosforo soluvel, sendo fundamentais nos processos de
transformacdo de compostos de fosforo organico e disponibilizando fontes inorganicas de fdsforo
para as plantas. A velocidade de mineralizagao foi positivamente associada ao pH do solo e ao teor

de matéria organica (Nahas, 2002). A atividade enzimatica da fosfatase (Fig. 20a) foi registada em
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todos os tratamentos testados, os valores variam entre 26,93 e 123,38 (ug p-nitrophenol/g solo
fresco/hora). Os tratamentos em que o pico de atividade se destacou foram os que continham

corretivo orgénico, principalmente o V.

As desidrogenases fazem parte dos grupos enzimaticos presentes no solo. Estas enzimas sdo de
relevante importancia pois ocorrem em todas as células vivas dos microrganismos, pois estao ligadas
aos processos redox microbioldgicos. A atividade da desidrogenase reflete a capacidade metabdlica
do solo e a sua atividade & considerada proporcional a biomassa dos microrganismos no solo
(Kaczynska et al., 2015). Varios fatores ambientais podem afetar a atividade da desidrogenase no
solo, tais como a humidade do solo, disponibilidade de oxigénio, potencial oxidagédo-redugao, pH, teor
em matéria organica, temperatura, contaminagéo por metais, fertilizacdo do solo ou uso de pesticidas.
Relativamente a contaminagdo do solo com metais esta inibe a atividade da desidrogenase. O pH
ideal para a atividade da desidrogenase é entre 5,5-5,73. A utilizacdo de corretivos orgéanicos
aumenta a atividade da desidrogenase (Wolinska & Stepniewska, 2012). A atividade da enzima
desidrogenase neste trabalho (Fig.20b), registou valores entre 0,62 e 70,31 (ug TPF/g solo
fresco/dia). Os picos de atividade significativos da desidrogenase foram nos tratamentos que contém
0 composto orgéanico, sendo o maior pico de atividade no tratamento VH.

A urease é uma enzima extracelular produzida por varios microrganismos (como bactérias e fungos),
esta enzima catalisa a hidrolise da ureia em diéxido de carbono e amoénia (Lanna, et al, 2010). A
analise da atividade de urease no solo pode fornecer uma indicagdo do potencial do solo em
converter N organico em mineral, dando inicio ao processo de mineralizacdo do N (Cordero, et al.,
2019). A amodnia, o principal produto da hidrélise da urease, pode ter varios destinos, de acordo com
as condi¢cdes ambientais, sendo o N possivel de ser imobilizado pelos microrganismos, absorvido
pelos vegetais, adsorvido pelos minerais de argila, além de ser oxidado a nitrato, iniciando assim o
processo de nitrificacdo (Lanna et al., 2010.) A sua atividade é aparentemente 6tima em pH 8,5 a 9,0.
(Lanna et al., 2010.) A enzima urease estd negativamente relacionada com o pH. A grande variagcao
na atividade da urease é causada pela matéria orgénica. A atividade & maior em solos vegetados do
que ndo vegetados (devido a maior atividade microbiana e proliferacdo na rizosfera (Kogak, 2020). A
atividade da urease (Fig. 20d) foi registada em todos os tratamentos testados exceto no tratamento H,
os valores variam entre 0 e 28,38 (ug NHs/ g/ hora). No tratamento HM houve o maior pico da
atividade da enzima.

O ensaio de hidrélise de diacetato de fluoresceina (FDA) mede a atividade enzimatica de
populagées microbianas e pode fornecer uma estimativa da atividade microbiana geral numa
amostra ambiental. O ensaio é considerado inespecifico porque é sensivel a atividade de varias
classes de enzimas, incluindo lipases, esterases e proteases. A atividade dessas enzimas resulta
na clivagem hidrolitica do FDA (incolor) em fluoresceina (fluorescente verde-amarelo) (Frlolov et
al., 2022; Silva et al., 2004). A atividade FDA (Fig. 20c) foi registada em todos os tratamentos
testados, os valores variam entre 1,38 e 4,90 (ug Fluoresceina / g solo fresco / hora). Nos
tratamentos que contém composto organico e/ou a mix o pico de atividade do FDA foi mais elevado

que nos outros tratamentos. No tratamento HVM houve o maior pico da atividade da enzima.
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Microrganismos como bactérias, fungos e actinomicetes influenciam profundamente as propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas dos solos. As atividades desses organismos incluem a decomposigéo
de residuos vegetais e outros materiais organicos, e a formagcdo de humus. Como a maioria das
reagdes bioldgicas no solo sdo alteragcdes enzimaticas, a atividade enzimatica pode ser considerada
um parametro importante para caracterizar a atividade biolégica do solo (Emmanuel & Babalola,
2020). Os resultados espectaveis seriam que o composto organico, o hidrogel e a Mix adicionados
aos tratamentos melhorassem a atividade bioldgica do solo, devido a estudos que o comprovam,
como o estudo sobre o efeito do hidrogel a base de palha de arroz nas propriedades bioquimicas do
solo. Os resultados obtidos mostram que o hidrogel aumenta a matéria organica (MO), melhorando a
atividade biolégica do solo expressa como contagem total de bactérias, bem como na atividade da
desidrogenase e da fosfatase (Saini & Malve, 2022). Ou o estudo que explorou o efeito dos FMA na
atividade enzimatica do solo por meio de uma metanalise. A inoculagdo de FMAs aumentou as
atividades da maioria das enzimas do solo. Em todas as observacdoes, os FMA melhoraram a
atividade enzimatica do solo (Qin et al., 2020). Existe também um estudo cujos resultados do estudo
indicam que as atividades de urease, desidrogenase do solo na rizosfera de uma planta inoculada
foram significativamente maiores do que aquelas no tratamento de controlo ndo inoculado (Tang et
al.,, 2023). Outro estudo foi conduzido para avaliar o impacto de alguns aditivos organicos nas
atividades enzimaticas de um solo arenoso Calcario. Os corretivos organicos incluiram composto de
estrume de aves, biomassa de bagago de cana-de-agucar e o seu biocarvao. Os resultados indicaram
um aumento consideravel nas atividades enzimaticas apds a adigdo de corretivos organicos ao solo
(Nourmandipour et al., 2021.)
Neste ensaio experimental, em geral, nas atividades enzimaticas avaliadas o que contribuiu para a
melhoria da atividade bioldgica foi apenas o composto orgénico. Os motivos para isso ter sucedido
podem ser:

i) Como foi descrito acima a quantidade de hidrogel adicionado pode ndo ter sido a ideal.

i) As interagdes entre AMF e PGPB na rizosfera podem resultar em efeitos que melhoram o

crescimento e a qualidade das plantas, mas ja foram relatadas algumas interagbes antagénicas

onde os fungos micorrizicos arbusculares as vezes alteram a comunidade BPCV na rizosfera

através da competicéo por nutrientes (Emmanuel & Babalola, 2020)

iii) As espécies que podem ndo ser compativeis entre si e/ou com a planta hospedeira (Saini &

Malve, 2022).

5.2.4. Avaliagédo da atividade biolégica do solo através da analise da respiragdo do

solo

A respiragdo do solo é um dos mais antigos pardmetros para quantificar a atividade microbiana. A
respiracdo é a medida do diéxido de carbono (CO:) libertado do solo, resultado de processos
metabdlicos de todos os microrganismos presentes. Esta representa a oxidagdo da matéria orgéanica
por microrganismos aerébios do solo (Schmitz, 2003). E um importante indicador da satde do solo,
porque mede o nivel de atividade microbiana, decomposi¢cao da matéria organica e também reflete a

condicao fisica e quimica do solo. As taxas de respiragdo do solo dependem de diversos fatores,
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como o conteudo de MO no solo, temperatura, humidade, salinidade, pH e aeragdo. A respiracao
microbiana aumenta a medida que a temperatura aumenta, até um certo ponto 35 a 40 °C. A partir
destas temperaturas estas limitam o crescimento da planta, a atividade microbiana e a respiragdo. A
respiragdo do solo geralmente aumenta a medida que a humidade aumenta; no entanto, o oxigénio é

limitado quando os poros do solo estao cheios de agua (NRCS, 2014).

Neste ensaio experimental, todos os tratamentos estudados registaram atividade microbiana através
do método da respiragao microbiana. Os tratamentos em que se registou uma maior atividade foram
0s que contém composto organico. No tratamento V registou-se o maior pico da atividade da
respiragdo microbiana (Fig. 21). Na literatura existe artigos que comprovam que os compostos
organicos aumentam a respiragédo do solo, como o estudo em que foi realizado um ensaio de campo
para estudar os efeitos do Lodo de Esgoto (LS), Composto de Residuos Urbanos (RCM) e
Vermicomposto (VC) com e sem adubagdo quimica, na Respiragdo Microbiana do Solo (SMR) em
solo cultivado com soja. Os resultados ilustraram que a aplicagdo de corretivos organicos aumentou a
SMR e o rendimento da soja em comparagdo com os tratamentos de controlo e fertilizantes quimicos
(Gilani & Bahmanyar, 2008). A explicagao para a respiragdo microbiana aumentar na presenga de
composto orgénico, deve dever-se ao facto de o composto organico melhorar as caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo e aumentar o nivel de MO no solo (compostos de origem
animal/vegetal). O|s microrganismos tém uma maior disponibilidade de MO e assim ao efetuar a

decomposigao de mais MO, a respiragdo microbiana aumenta.

5.2.5. Avaliagéo da biodisponibilidade de metal(6ide)s no “solo”

Os meta(dide)s desempenham um papel fundamental nos processos vitais dos microrganismos,
como € o caso do calcio, cromo, cobalto, cobre, ferro, magnésio, manganés, niquel, potassio, sédio e
zinco, pois estes servem como micronutrientes e sdo utilizados para processos redox; como
componentes de vérias enzimas; e para regulacdo da pressdo osmoética. Mas existem outros
metal(6ide)s (por exemplo, prata, aluminio, cadmio, ouro, chumbo e mercurio) que nao tém papel
biolégico e ndo sdo essenciais e sdo potencialmente téxicos para os microrganismos (Olaniran et al.,
2013). A presenca de metal(l6ide)s no solo por si sé ndo afeta os seres vivos. Estes elementos
necessitam de entrar em contacto com os organismos. Para que isso acontega, € necessario que 0s
metais estejam numa forma especifica, ou seja, para um contaminante ser assimilado este tem de ser
movel, possibilitando desta forma o seu transporte, e tem de estar biodisponivel para o organismo
(Costa, 2015). A biodisponibilidade é a fragdo da quantidade total de um contaminante, presente no
solo ou em outro compartimento ambiental, que esta disponivel ou pode ser disponibilizado para ser
absorvida por seres vivos (Olaniran et al., 2013; Costa, 2015). A toxicidade dos metais muitas vezes
nao esta diretamente relacionada com a concentracao total de metais presentes, pois a toxicidade e a
biodisponibilidade dos metais podem ser influenciadas por propriedades fisico-quimicas do solo,
destacando-se o pH, o potencial de oxidagcdo-redugédo (redox), a matéria organica, os oOxidos e
hidréxidos de ferro e manganés, os minerais de argila e a capacidade de troca catiénica (Bradham et
al., 2004; Costa, 2015).

65


https://ui.adsabs.harvard.edu/search/q=author:%22Gilani%2C+S.+S.%22&sort=date%20desc,%20bibcode%20desc

Relativamente a este ensaio experimental foi estudada a concentragdo dos metais Zn, Fe, Mg, Ca,
Cu e Na biodisponiveis em cada tratamento testado (Tab.13), através da técnica ICP-OES.
Relativamente ao Zn, Ni e Fe os resultados das concentragdes destes metais foi muito baixa ou nula,
nao havendo diferengas significativas entre os tratamentos. A concentragdo dos metais Mg, Ca e Na
aumentou bastante nos tratamentos em que se adicionou composto orgénico. No caso do metal Ca, a
adicao da Mix também contribuiu para o aumento da sua concentragdo. Relativamente ao Cu, o que
causou um grande decréscimo da sua concentragdo foi a adigdo do composto organico. Estes
resultados devem-se ao facto de o composto organico aumentar o pH do solo, sendo que o pH, é um
fator muito importante que controla a mobilidade dos metal(dide)s em solos contaminados, e que a
mobilidade dos metais € maior em solos acidos do que em solos alcalinos (Fayiga & Nwokw, 2017).

O composto organico melhora as caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas do solo e aumenta o
nivel de MO no solo (compostos de origem animal/vegetal). Também esta comprovado que a MO é
um importante adsorvente para metal(6ide)s em solos devido a presenga de cargas que reduzem sua
mobilidade e disponibilidade no solo (Fayiga & Nwokw, 2017). Existem na literatura varios artigos que
comprovam que a adigdo de compostos organicos diminui a concentragéo de metal(ldide)s em solos
contaminados. Como exemplo, temos o estudo efetuado em Madaka, estado do Niger, Nigéria, em
que foi utilizado vermicomposto de fezes de galinha e vermicomposto de estrume de cabra para
auxiliar as plantas Melissa officinalis L. e Sida acuta durante o processo de fitoremediagdo de solos
contaminados com cadmio, arsénio e chumbo, em que ambas as plantas foram consideradas
adequadas para fitoextragéo e foram classificadas como fitoestabilizadoras (Aransiola et al., 2023).

Para além do composto organico, a adigdo da Mix também diminuiu a concentragdo de Cu. Isto deve-
se ao facto de que a presenca de bactérias e fungos no solo aumenta a biomassa vegetal e a
absorcao de metal(6ide)s (Fayiga & Nwokw, 2017). Na literatura existem artigos que demostram isso,
como o estudo que teve como objetivo avaliar o efeito do corretivo orgénico (vermicomposto) e da
adicao de FMA na fitorremediagédo de solos contaminados com cobre. As plantas utilizadas foram de
feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) e foram inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular
Rhizophagus clarus. O uso de vermicomposto aumentou o crescimento das plantas e o acumulo de
cobre nos tecidos aéreos, tornando-o adequado para uso na fitoextragdo de cobre. O uso de FMA
aumentou a massa seca de raizes e nédulos, tornando-a recomendada para fitoestabilizagao. Assim,
a fitorremediagdo do cobre por C. ensiformis € aumentada com o uso de vermicomposto e FMA
(Rangel et al., 2023). Um estudo que teve como objetivo investigar o efeito interativo dos residuos
sélidos da azeitona (OSW) e dos FMA em plantas de trigo sob estresse de arsenito (As lll).
Verificaram que os efeitos interactivos de AMF e OSW melhoraram a fertilidade do solo e
aumentaram o crescimento das plantas de trigo. No geral, este estudo sugeriu a eficacia do OSW e
AMF como uma abordagem promissora para mitigar a toxicidade do Aslll no crescimento, fisiologia e
bioquimica do trigo (Albgmi, et al., 2023). Outro estudo relata os resultados obtidos utilizando P.
vittata inoculado com FMA, para extracdo de Arsénio (As) de uma area industrial altamente
contaminada. Foram realizados dois ensaios experimentais: i) as plantas foram colonizadas por FMAs
e cultivadas durante dois anos sob condigbes controladas em solo proveniente do sitio metallrgico e

foram detetados efeitos positivos na saude das plantas e na fitoextracao; ii) realizaram um ensaio in
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situ de trés anos na area industrial; os resultados mostraram que a colonizagao de P. vittata com FMA
melhorou o processo de remediacdo de As com impacto significativo na profundidade de 0-0,2 m
(Cantamessa et al., 2020).

As adi¢bes de hidrogel nos tratamentos testados neste ensaio experimental ndo obtiveram muita
influéncia na concentragdo dos meta(loide)s presentes no “solo”, apenas tendo diminuindo um pouco
a concentragdo de Cu. Na literatura existem artigos sobre como os hidrogéis reduzem as
concentragcdes de meta(léide)s no solo, como o estudo que avalia um corretivo de solo baseado em
particulas de hidrogel de polimero de acrilamida reticulada funcional-tiol de tamanho micron (X3) que
liga irreversivelmente metais sollUveis téxicos e reduz significativamente suas concentragdes na
solugdo do solo. O hidrogel X3 foi misturado com residuos fitotoxicos de minas em vasos, em
condi¢des de estufa. No final do ensaio concluiu-se que o X3 reduziu as concentragdes totais soluveis
de contaminantes toxicos 88,6-96,4% e aumentou a retengdo de agua do substrato e a
disponibilidade de agua para as plantas. A melhoria da qualidade do solo por X3 permitiu o
estabelecimento precoce e bem-sucedido da graminea nativa Astrebla lappacea (Bigot et al.,
2013).0utro estudo foi conduzido para determinar o efeito do polimero superabsorvente de
poliacrilamida (SAP) e dos corretivos de solo da mistura de biochar de casca de banana SAP, na
mobilidade e absor¢gdo de metais pesados (Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Zn) por plantas de batata (Solanum
tuberosum L.) e espinafre (Spinacia oleracea L.) irrigado com aguas residuais sintéticas, bem como
no crescimento das plantas. Os resultados deste estudo revelam que todos os tratamentos exibiram
aumento da retengdo de agua no solo em comparagdo com o controle, as alteragdes SAP e SAP-
biochar casca de banana podem reduzir a mobilidade de metais no solo e absorgédo pelas plantas
(Dhiman, 2019).

Segundo a literatura seria de esperar que nos resultados, comparando o tratamento C1 com o
tratamento C2, o facto de apenas se ter cultivado a planta Vetiver (Vetiveria zizanioides) diminuisse
um pouco a concentracdo de metal(l6ide)s. A Vetiver € uma planta com elevada adaptabilidade,
baixos requisitos de nutrientes, com tolerancia a condi¢des extremas do solo, como pH (3,3-12,5) e
elevadas concentragbes de metais e metaldides. Existem diversos artigos na literatura que
comprovam que a planta Vetiver € um bom candidato para a fitorremediacéo de solos contaminados,
como o estudo que tem como objetivo avaliar a taxa de contaminagédo por metais pesados (Cd, Cu,
Mn, Pb, Zn, Ni, Cr) de um solo agricola nas regides agricolas do Burkina Faso e avaliar a eficiéncia
de remogao de metais pesados usando Vetiver em duas misturas diferentes contaminadas com
metais pesados. Apds 3 e 6 meses de crescimento em condi¢gdes de laboratério, plantas foram
colhidas e as concentragbes de metais pesados na parte aérea e nas raizes foram determinadas. Os
resultados indicam a Vetiver como um fitoestabilizadora eficaz para estes metais e indicaram o
Vetiver como uma planta eficiente para fitoextragdo (Abaga et al., 2021). Outro estudo foi conduzido
para compreender o potencial da vetiver na absorgao de metais pesados do solo e com irrigagédo de
aguas residuais. Foram aplicados quatro tratamentos principais de irrigacéo, incluindo T1 (aguas
residuais industriais tratadas), T2 (propor¢cdo de 1:1 de aguas residuais municipais:industriais), T3
(4dguas residuais municipais tratadas) e T4 (dgua doce). Para além disso foi avaliado o efeito do FMA,

Glomus mosseae, no crescimento das plantas e na concentracdo de metais pesados. Os resultados
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mostraram que comparando o tratamento com e o sem tratamento sem planta, a vetiver pode diminuir
significativamente as concentragcdes de metais pesados no solo. Nas plantas inoculadas com FMAs
as variaveis de crescimento aumentaram em comparagao as plantas ndo inoculadas. Além disso, os
FMA tiveram efeito significativo nas concentragées de Zn, Fe, Cu, Cd e Pb nas partes das plantas

inoculadas em comparagao com o tratamento controle (ndo inoculado) (Kafil et al., 2019).
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5. Conclusao e perspetivas futuras

O problema mundial com os solos contaminados continuara a agravar-se se nao forem
implementadas medidas de conten¢do adequadas para prevenir, diminuir ou mitigar a contaminagao
dos solos. Em Portugal, até ao dia de hoje, ainda nado foi aprovada nenhuma Lei que contemple a

prevencao da contaminacao e remediagao dos solos.

Um dos principais contaminantes do solo sdo os metal(dides), estes elementos sdo toxicos para os
seres vivos mesmo em baixas concentragdes, danificando as estruturas celulares, tecidos e érgaos,
interferindo com o metabolismo podendo causar anemia, cansago, disturbios no sistema nervoso
central e cardiovascular. Alguns metais, como o cadmio, arsénio e sulfuretos e éxidos de niquel séo
cancerigenos. Uma das principais fontes destes contaminantes é a extragdo mineira, em Portugal
existem diversas minas que estido desativadas e que ndo tiveram as medidas de contengao
necessarias. Como o caso da mina da Borralha estudada neste trabalho. Apés o encerramento das
minas deveria se fazer uma monitorizagdo ambiental para as zonas contaminadas, pois a atividade

mineira muitas vezes leva a contaminagao de solos agricolas proximos.

A fitoremediagdo pode ser uma solugdo viavel sendo um processo que é potencialmente barato e de
facil implementagcdo e tem apresentando resultados positivos nas ultimas décadas em ambientes
associados a exploracdo mineira. Existem diversas estratégias para tentar  maximizar a
potencialidade da fitoremediagdo como: i) 0 uso de plantas adequadas ao terreno, com tolerancia a
elevados teores de contaminantes pode favorecer e com capacidade de remover/acumular/degradar
os contaminantes; ii) o uso de microrganismos (como AMF e BPCV) para conferir uma maior
tolerancia da planta aos contaminantes e potenciar o seu crescimento, pois estas tendem a crescer
mais lentamente e a ter menor biomassa em solos contaminados podendo limitar a sua eficiéncia na
sua remediacao/recuperacéo; iii) o uso de corretivos organicos para melhorar as qualidades fisico-
quimicas e bioldgicas do solo, e assim facilitar o crescimento das plantas; iv) o uso de hidrogéis para
facilitar a aquisicdo de agua. Neste ensaio experimental os resultados mostraram que a adi¢cdo de
hidrogel, vermicomposto e indculo microbiano (Mix) ajudaram no desenvolvimento e crescimento da
planta no solo combinado. O que contribuiu para uma melhoria da qualidade do solo da escombreira
da mina da borralha foi o composto organico, relativamente as concentragbes dos metais
biodisponiveis no solo, também foi o composto organico que mais contribuiu para a diminui¢cdo das
concentragbes dos metais, a mix apenas ajudou na diminuicdo da concentracdo de Cu. Esses
resultados podem dever-se a quantidade de hidrogel adicionado que pode néo ter sido a ideal ou as
espécies que podem nao ser compativeis entre si e/ou com a planta hospedeira, por isso mais

estudos devem ser efetuados para tentar entender as limitagées encontradas.

A preservacao e gestdo adequada do solo sdo fundamentais para garantir a sustentabilidade dos
ecossistemas, a seguranga alimentar e o bem-estar das comunidades. Por isso a continua pesquisa
por formas de remediagdo de solos contaminados “amigas” do ambiente, deveria ser uma demanda

primordial tendo em conta a percentagem de solos contaminados no mundo.
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