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RESUMO
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EM AREA DE MINERACAO DE CARVAO
AUTORA: SABRINA DE FATIMA BARBOSA DAHMER
ORIENTADORA: ZAIDA INES ANTONIOLLI

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 19 de fevereiro de 2014.

O carvéo ¢é o combustivel fossil extraido do subsolo por processos de minera¢édo com a
maior disponibilidade no mundo. No estado do Rio Grande do Sul, Brasil, a principal fonte é
a Mina de Candiota, com reservas de um bilhdo de toneladas passiveis de serem mineradas a
céu aberto. Essa atividade resulta em ambientes construidos com elevado grau de
desestruturacdo, pH acido, toxicidade de metais pesados e susceptivel a processos erosivos. A
exposicao deste as condi¢Ges atmosféricas e a minerais sulfetados possibilita a formacéo de
drenagem &cida de mina, alterando e comprometendo a qualidade da agua, do solo e do ar.
Visando reestabelecer e preservar as condi¢cBes ambientais desejaveis torna-se necessario a
recuperacdo dessas areas de mineracdo. Uma alternativa é a introducéo de bactérias fixadoras
de nitrogénio que beneficiam o crescimento de plantas leguminosas. Nesta perspectiva, este
trabalho teve por objetivo investigar a biodiversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio em
solos construidos ap6s a mineracdo de carvdo. As amostras de solos contruidos foram
coletadas e ap06s, em solucdo, adicionadas em substrato com plantas-iscas de siratro e de
ervilhaca para realizar o isolamento das bactérias fixadoras de nitrogénio (FBN) através dos
nodulos. Apos, os isolados foram submetidos ao teste de pH (3,0; 4,0; 5,0; 7,0 e 9,0) e de
metais pesados (Cd, Cu, Pb, Ni e Zn, em 3 dosagens diferentes). Posteriormente os isolados
mais eficientes no teste de pH foram submetidos a caracterizagdo molecular e verificagdo dos
genes nodA e nifH. Os dados obtidos apresentaram um amplo namero de isolados tolerantes a
diversos valores de pH e diferentes metais com variadas concentracdes. A caracterizacdo
molecular demonstrou 4 filos a-fB-y-Proteobacteria e Firmicutes, prevalecendo o filo a-
proteobacteria, principalmente por Bradyrhizobium sp., devido maior adaptacdo em ambientes

acidos, caracteristica predominante das areas degradadas ap6s a mineracéo de carvéao.

Palavras-chave: Solos Construidos. Diazétroficas. Bacteria. Regido 16S rRNA.
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MINING AREA
AUTHOR: SABRINA DE FATIMA BARBOSA DAHMER
ADVISOR: ZAIDA INES ANTONIOLLI

Date and Local of the Defense: Santa Maria, february 19" 2014.

Coal is a fossil fuel extracted from underground by mining processes with the greatest
availability in the world. In the state of Rio Grande do Sul, Brazil, the main source is the
Candiota Mine with reserves of a billion tonnes likely to be mined in the open. This activity
results in built environments with a high degree of disorganization, acid pH, heavy metal
toxicity and susceptible to erosion. Exposing this weathering and sulphide minerals facilitates
the formation of acid mine drainage, changing and affecting the quality of water, soil and air.
Aiming to restore and preserve the desirable environmental conditions it is necessary to
recover those mining areas. An alternative is the introduction of nitrogen-fixing bacteria that
benefit the growth of leguminous plants. In this perspective, this study aimed to investigate
the biodiversity of nitrogen fixing bacteria in soils built after coal mining. Contruidos soil
samples were collected and after, in solution, added on substrate with plants-baits siratro and
vetch to perform the isolation of nitrogen-fixing bacteria (BNF) through nodes. After the
isolates were subjected to the pH (3.0, 4.0, 5.0, 7.0 and 9.0) testing and heavy metals (Cd, Cu,
Pb, Ni and Zn in 3 different dosages ). Later isolates efficient at pH test were subjected to
molecular characterization and verification of Noda and nifH genes. The data obtained
showed a large number of isolates tolerant to different pH values and different metals with
different concentrations. Molecular characterization showed 4 phyla o-p-y-Proteobacteria and
Firmicutes, whichever phylum o-proteobacteria, mainly Bradyrhizobium sp. Due greater
adaptation in acidic environments, the predominant characteristic of degraded areas after coal

mining.

Keywords: Built soils. Diazotrophic. Bacteria. 16S rRNA.
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INTRODUCAO

O carvdo mineral € extraido do subsolo por processos de mineracdo e é o
combustivel fossil com a maior disponibilidade do mundo. As reservas totalizam 847,5
bilhdes de toneladas, quantidade suficiente para atender a demanda brasileira atual por
130 anos (ANEEL, 2012). Ao contrario do que ocorre com o petréleo e 0 gas natural,
estas reservas nao estdo concentradas em poucas regiées do mundo.

No Brasil, as principais reservas de carvdo mineral encontram-se nos estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, com 28,8 e 3,4 bilhdes de toneladas (89,0 e 10,5%
do estoque do pais), respectivamente para um total das reservas brasileiras de 32,6
bilhGes de toneladas (SEMC, 2012). Esses estoques correspondem a 50 % dos recursos
energéticos ndo renovaveis do Brasil, enquanto que o petroleo e o gas natural
correspondem, respectivamente, a 10% e 3% dos recursos energéticos brasileiros
(SEMC, 2012; IEA, 2012). No estado do Rio Grande do Sul a principal e maior jazida é
a Mina de Candiota, localizada no municipio de Candiota, a 400 quilébmetros ao sul de
Porto Alegre. As reservas de carvdo sdo de um bilhdo de toneladas, passiveis de serem
mineradas a céu aberto, em profundidades de até 50 metros (CRM, 2012).

O processo de lavra a céu aberto é realizados em cortes sucessivos em sistemas
de vaivém obedecendo aos seguintes procedimentos: a) retirada do solo superficial
(horizonte A); b) retirada dos horizontes B e C; ¢) perfuracdo e detonacédo do arenito; d)
exposicdo do carvao através de uma maquina de excravacdo chamada walking drag-
line; e) perfuracdo, detonacdo e extracdo do carvdo do banco superior (BS) e do banco
inferior (BI), com separacdo do argilito intermediario. Para a reconstrucdo da area sao
realizadas as seguintes etapas: a) recomposicao topografica, constituida pelos materiais
estéreis, esses compostos por materiais carbonosos e mineral (pirita e argilominerais),
pelos rejeitos (rocha fragmentada, compostos sulfurados e carvéo de baixa qualidade), e
a deposicdo de cinzas; b) deposicdo dos horizontes A, B e C sobre a area recomposta
topograficamente; ¢) estabelecimento de praticas agronémicas de preparo, conservagao
e correcdo do solo; e d) plantio de espécies vegetais (SANTQOS, 2006).

Os principais impactos ambientais da extracdo de carvdo a céu aberto sdo
gerados a partir dos materiais estéreis. Este material é rico em sulfetos de ferro e na
presenca do oxigénio, da agua e da acdo da bactéria Thiobacilus ferroxidans (Bryner e
Jameson) é oxidado, formando uma solucdo aquosa de acido sulfurico (Equacdo 1) em

um processo chamado drenagem &cida de mina (DAM). Essa solucdo aquosa &cida
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(DAM) compromete a qualidade de aguas superficiais e subterraneas, solos e

sedimentos, pois acidifica esses ambientes e dissolve metais pesados.
15 7
FeSZ ) + 702 (@q) + EHZO v F€03 ) + 2H2504 (l)

Pirita Acido sulfurico

O tipo e a quantidade de sulfeto de ferro presente no material estéril e rejeito
acarretara no nivel de acidez, na concentracdo e na composicdo dos metais da DAM,
além da presenca ou auséncia de materiais alcalinos (FUNGARO; I1ZIDORO, 2006).
Como consequéncia ha aumento no risco de contaminacdo da atmosfera, de fontes de
agua superficiais e subterraneas, e do solo, dificultando o estabelecimento de plantas
com potencial para a revegetacdo das areas degradadas pela mineracdo de carvao
(SANTOS et al., 2008; LEAL, 2011).

Além das alteracbes quimicas no solo decorrentes da mineracdo de carvdo, ha
também uma degradacéo bioldgica (MENDES FILHO, 2004; SANTOS, 2006). O solo
ao ser removido deixa uma destrui¢do total do ambiente local, como consequéncia tem-
se a reducdo dos teores de matéria organica e biomassa microbiana desse ambiente
(RIGOTTI, 2002). Essa perda causa uma reducdo da atividade biolégica do solo, onde
populacbes de organismos edaficos e seus processos bioquimicos desempenham
diversas funcdes quimicas e fisicas, como: decomposicdo e mineralizacdo da matéria
organica, ciclagem de nutrientes, producdo de substancias cimentantes (polissacarideos)
ou ligantes (hifas fangicas). Além disso, a biota edafica proporciona melhoria da
agregacao do solo, a porosidade e estabilidade do solo, consequentemente a aeragéo, a
retencdo e a disponibilizadade de &gua e nutrientes para as plantas, auxiliando assim no
estabelecimento e crescimento vegetal (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SANTOS et al.,
2008; HOLANDA NETO., 2011).

Juntamente, a degradacdo quimica e bioldgica do solo em areas de mineracao de
carvao, ocorrem alteracOes fisicas do solo durante a reconstrucdo da paisagem. Estas
alteracbes sdo causadas pela retirada, movimentacdo, deposicdo e preparo do solo,
mistura de horizontes com rejeitos de carvéo, subsolo e pedacos de rochas. Além disso,
ocorre a diminuicdo da estabilidade de agregados, aumento da densidade e compactagédo
do solo, alteragdo dos teores granulométricos em relacdo ao solo natural (NUNES,
2002), tendo como consequéncia menor disponibilidade de &gua e aeracdo nestes solos
(LEITZKE, 2002).
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O estabelecimento de plantas, assim como o restabelecimento do equilibrio
ecoldgico do ecossistema, é dificultado devido aos processos de degradacdo fisica,
quimica e bioldgica que ocorrem no solo ap6s a reconstrucdo das areas mineradas.
Orgdos fiscalizadores como FEPAM, IBAMA, entre outros, juntamente com as
promotorias publicas, e representantes do governo estaduais e federal passaram a se
preocupar com a recuperacdo desse passivo ambiental, incentivando e conduzindo assim
ao desenvolvimento de técnicas que auxiliem na reconstrucdo da qualidade de solos,
sedimentos e agua nestes locais.

Neste aspecto, a revegetacdo € uma alternativa de baixo custo de implantacéo e
manutenc¢do, que auxilia no processo de recuperacdo de areas degradadas, visando ndo
somente a recuperacdo paisagistica, mas também o controle dos processos erosivos e
recuperacdo das propriedades fisicas, quimicas, e biologicas do solo (SIQUEIRA et al.,
2008). As espécies vegetais selecionadas para implantacdo devem se adaptar bem as
condigBes prevalentes de solo e ambiente, sendo ainda ideal que estas espécies
apresentem capacidade de fixacdo do nitrogénio (N), em razdo da caréncia desse
nutriente na maioria dos solos degradados (SIQUEIRA et al., 2008). Com isso, a
introducdo de plantas em associacdo com comunidades manejadas de microssimbiontes,
como fungos micorrizicos arbusculares (FMASs), fungos ectomicorrizicos (FECMs) e
bactérias fixadoras de N, (BFN), constituem numa promissora ferramenta
biotecnoldgica para auxiliar na revegetacdo de ambientes e ecossistemas degradados
(SIQUEIRA et al., 2007).

O nitrogénio é um elemento essencial presente na matéria viva e 0 que mais
influencia o desenvolvimento vegetal, embora em solos brasileiros, inclusive nas areas
de mineracdo de carvdo, seja encontrado em baixa disponibilidade de nitrogénio,
acarretando em baixo desenvolvimento vegetal. Uma forma de aumentar os niveis de
nitrogénio no solo é a utilizagio de microrganismos capazes de converter
enzimaticamente o nitrogénio atmosférico em amonio, em um processo denominado
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN).

O emprego de bactérias fixadoras de nitrogénio pode ser uma alternativa
eficiente e de baixo custo para a remogédo de metais pesados do solo, pois alguns grupos
de microrganismos tém a capacidade genética e bioquimica para interagirem e
sobreviverem aos efeitos toxicos dos metais, auxiliando o estabelecimento e
desenvolvimento vegetal. Estudos relacionados com a capacidade de remediagéo destes

microrganismos oferecem ainda um grande potencial a ser explorado.
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Atualmente, o interesse em microrganismos do solo tem aumentado
significativamente, uma vez que eles desempenham um importante papel na
manutencdo da fertilidade do solo. Sendo assim, a utilizacdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio com o objetivo de auxiliar o estabelecimento e crescimento vegetal torna-se
uma das principais alternativas para a recuperacdo de areas degradadas pela mineracéo
do carvdo. Dentre os diversos grupos filogenéticos bacterianos denominados
diazotréficos, e que realizam a FBN, pode-se citar as a-proteobacterias, [3-
proteobacterias e os Firmicutes. A maioria dos microssimbiontes pertencente ao grupo
das a-proteobacteria e sdo conhecidos como rizébios. Esses microorganismos, além de
possuirem a capacidade de formar nodulos em raizes e fixar nitrogénio atmosférico,
possuem uma ampla diversidade genética e metabolica, incluindo os géneros
Bradyrhizobium,  Rhizobium,  Azorhizobium,  Allorhizobium,  Mesorhizobium,
Sinorhizobium, Devosia, Methylobacterium, Ochrobactrum e Phyllobacterium.

As pB-proteobacteria compdem um segundo grupo de bactérias aerdbias ou
facultativas, que sdo versateis na capacidade de degradacdo, e também desempenham
um papel importante na fixacdo de nitrogénio. Os principais géneros desse grupo sao
Burkholderia e Cupriavidus (WILLEMS, 2006; GYANESHWAR, 2011).

Os géneros Bacillus sp. e Paenibacillus sp. séo pertencentes ao filo Firmicutes e
sdo bactérias promotoras de crescimento que possuem a capacidade de fixar nitrogénio.
Xie et al. (1998) detectaram atividade da enzima nitrogenase nas espécies B.
megaterium, B. cereus, B. pumilus, B. circulans, B. licheniformis, B. subtilis, B. brevis e
B. firmus. O género Paenibacillus possui varias espécies descritas como fixadores de
nitrogénio, tais como: P. polymyxa (GRAU; WILSON, 1962), P. macerans, P. durus, P.
peoriae (MONTEFUSCO et al., 1993), P. borealis (ELO et al., 2001), P. brasilensis
(VON DER WEID et al., 2002), P. massiliensis (ROUX; RAOULT, 2004).

As simbioses diazotroficas ocorrem nas leguminosas e também em algumas
plantas ndo leguminosas, com vasta diversidade hospedeira, 0 que amplia o potencial
das mesmas para recuperagdo das areas degradadas. O emprego das leguminosas nestas
situacBes tem varios beneficios como, por exemplo: protecdo do solo, enriquecimento
de N, rotacdo/consorciacdo de culturas, recuperagéo do solo (SIQUEIRA et al., 2008).
O uso de leguminosas favorece também o acumulo de carbono (C), que beneficia as
propriedades fisicas e quimicas do solo, aprimora atividades bioldgicas e aumenta a
disponibilidade de nutrientes (MACEDO et al., 2008; CAYUELA et al., 2009).
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Existem varias formas e finalidades no emprego de plantas associadas a
microrganismos fixadores de N, na recuperacdo de &reas degradadas, incluindo
leguminosas herbaceas, arbustivas e arboreas, sendo que estas Ultimas sdo capazes de
fixar entre 30 a 600 kg.ha-1 e de tolerar uma vasta diversidade de ambientes. As
simbioses diazotroficas podem adicionar quantidades superiores a 300 kg.ha-1 de N, o
que aumenta os estoques e a ciclagem da matéria orgénica, um importante fator de
recuperacdo do solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Zhan e Sun (2011) demonstraram que a maioria dos microrganismos fixadores
de nitrogénio isolados de areas de rejeito de mineracdo de cobre, auxiliaram no
desenvolvimento das plantas atuando como amenizantes de pH, reduzindo a toxicidade
por metais pesados, e aumentando o teor de matéria organica e agua do solo. Algumas
espécies, como Cupriavidus necator (Davis), sdo capazes de fixar nitrogénio em
ambientes com altas concentraces de metais (FERREIRA et al., 2012). Espécies como
Cupriavidus taiwanensis (Chen) e Rhizobium mesoamericanum (Frank) também
demonstraram capacidade de fixar nitrogénio na espécie vegetal Mimosa pudica, em
solos ricos em metais pesados (KLONOWSKA et al., 2012).

Trabalhos de pesquisa tém demonstrado o potencial de microrganismos
fixadores de nitrogénio isolados de areas de mineracao de cobre, zinco, cadmio, chumbo
e arsénio favorecendo o desenvolvimento das plantas e contribuindo para o aumento do
teor de matéria organica do solo (TRANNIN et al., 2001; MATSUDA et al., 2002;
CARRASCO et al., 2005; MATIAS et al., 2009; FERREIRA et al 2012). No entanto
poucos sdo os relatos na literatura que relacionem a utilizacdo de leguminosas
associados com bactérias que fixam nitrogénio e nodulam estas plantas, em &reas
degradadas pela mineracdo de carvao (ZANG et al., 2001; NAVARRO-NOYA et al.,
2012). Dessa forma, fica evidente a necessidade desses estudos, tendo em vista 0
potencial dos microrganismos diazotrofico, para auxiliar o estabelecimento e
desenvolvimento de plantas leguminosas nestas areas. Assim pelo exposto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio em area de

extracdo de carvao, conforme esquema apresentado na Figura 1.
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Biodiversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio em area de

mineracgao de carvao.

ETAPA 1: Amostragem de solo construido — Companhia Rio-
grandense de Mineracdo — Candiota, RS.

l

ETAPA 2: Solo inoculado em tubetes com plantas-iscas (ervilhaca e siratro) para captacdo de
bactérias fixadoras de nitroaénio

|

ETAPA 3: Obtencéo dos isolados bacterianos dos nédulos

l

Avaliacéo das
caracteristicas
culturais

Teste — Tolerancia pH

Teste — Tolerancia Metais
(Cu, Cr, Cd, Ni e Zn)

Selecéo de isolados

ETAPA 4: Caracterizacdo molecular

l

Sequenciamento da
regido 16S rRNA

l

Presenca ou
Auséncia

l l

Gene nodA Gene nifH

Figura 1 — Esquema das etapas realizadas durante o estudo sobre bactérias fixadoras de nitrogénio isoladas de
solos da area de mineragdo de carvdo em Candiota, RS.
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ARTIGO 1 - BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO EM AREA DE

MINERACAO DE CARVAO, CANDIOTA, RS*

1. RESUMO

O carvéo ¢é o combustivel fossil extraido do subsolo por processos de minera¢édo com a
maior disponibilidade no mundo. Essa atividade de extracdo de carvédo resulta em ambientes
construidos com elevado grau de desestruturacdo, pH acido, elevada concentracdo de metais
pesados e susceptiveis a processos erosivos. Esse ambiente exposto as condi¢fes atmosféricas
e a minerais sulfetados formam drenagem é&cida de mina, alterando e comprometendo a
qualidade da agua, do solo e do ar. Para reestabelecer e preservar as condicGes desejaveis
dessas areas, uma alternativa é a introducdo de bacteérias fixadoras de nitrogénio (FBN) que
beneficiam o crescimento de plantas leguminosas. O objetico deste trabalho foi investigar a
biodiversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio em solos construidos ap6s a mineracéo de
carvdo. Estes solos foram coletados e apds, inoculados em plantas-iscas de siratro e de
ervilhaca para realizar o isolamento das bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) através dos
nodulos. Os isolados foram submetidos a teste de pH e a metais pesados. Os isolados mais
eficientes no teste de pH foram submetidos a caracterizagdo molecular e também quanto a
presenca dos genes nodA e nifH. Encontrou-se um amplo nimero de isolados tolerantes aos
diversos pH e ao diferentes metais nas variadas concentragdes. Alem disso foram
caracterizados molecularmente: Paenibacillus sp., Brevibacillus sp., Pseudomonas sp.,
Burkholderia sp., Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp. e Brevudimonas sp.. O principal género
encontrado foi Bradyrhizobium sp., devido a maior adaptacdo em ambientes acidos,

caracteristica predominante das areas degradadas apos a mineracéo de carvéo.

Palavras-chaves: Solos Construidos. Diazoétroficas. Bacteria. Regido 16S rRNA.

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.
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2. INTRODUCAO

O carvdo mineral constitui dois tercos dos recursos energéticos nao renovaveis do
Brasil, sendo suas reservas 20 vezes maiores do que as de petrdleo e 75 vezes superiores as de
gas natural. As reservas totalizam 847,5 bilhdes de toneladas, quantidade suficiente para
atender a producao atual por 130 anos (1). No Brasil, a principal reserva encontra-se no estado
do Rio Grande do Sul, na mina de Candiota, com uma reserva estimada de um bilh&o de
toneladas passiveis de serem mineradas a céu aberto, em até 50 metros de profundidade, (2).
Durante as etapas de lavra e beneficiamento do carvdo sdo produzidos residuos solidos
estéreis e rejeitos ricos em sulfetos (pirita, marcassita, esfarelita, arseno-pirita, galena e
calcopirita), esses materiais expostos a presenca de oxigénio, da agua e da acdo de bactérias
Thiobacilus ferroxidans (Bryner e Jameson), oxidam-se gerando o processo de acidificacdo de
drenagens acida de mina (DAM), além da DAM ocorre a dissolucdo destes minerais
aumentando a solubilidade de alguns metais em solucéo (As, Cd, Cu, Ni, Pb, Zn, Al, Cr, Mn,
Mg, etc) (3). Em conseqliéncia a esse processo, tem-se o risco de contaminacgdo de fontes de
aguas superficiais e subterrdneas e do solo, sendo que a recuperacdo dessas areas se torna
mais cara devido a dificuldade de reflorestamento.

A utilizagdo de tecnologias biologicas, como o0 emprego de microrganismos como
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), fungos ectomicorrizicos (FECMs) e bactérias
fixadoras de N, (BFN), oferece uma alternativa eficiente e de baixo custo para a recuperagédo
destas areas de mineracdo (4; 5; 6; 7). Tecnologias baseadas na biorremediacdo estdo
geralmente ligadas com a capacidade bioquimica e genética dos microrganismos em
interagirem e sobreviverem aos efeitos adversos do ambiente (8). Estudos relacionados com a
capacidade de remediacdo por estes microrganismos oferecem ainda, um grande potencial a

ser explorado. Com isso, a introducdo de plantas em associacdo com bactérias fixadoras de

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.
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nitrogénio, constitui-se numa promissora ferramenta biotecnolégica para auxiliar na
revegetacdo de ambientes e ecossistemas degradados (9; 10; 11). Trabalhos de pesquisa tém
demonstrado o potencial de microrganismos fixadores de nitrogénio isolados de areas de
mineracdo de cobre, zinco, cadmio, chumbo e arsénio favorecendo o desenvolvimento de
plantas e contribuindo para o aumento do teor de matéria organica do solo (11; 12; 13; 14; 15;
16).

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) € mediada por ampla gama de
microrganismos procariotos que apresentam grande diversidade morfoldgica, fisioldgica,
genética, bioquimica e filogenética. Esta diversidade garante ndo so a resiliéncia da FBN nos
ecossistemas, como também a ocorréncia deste processo nos mais diferentes habitats
terrestres (17; 18). As populacbes de bactérias fixadoras de nitrogénio nativas de areas
degradadas pela mineracdo estdo, provavelmente, mais adaptadas as condi¢cdes edéaficas e
ambientais locais. No entanto, ndo ha registro de levantamentos da ocorréncia, diversidade e
eficiéncia de populacdes de BFN, em solos de mineragdo de carvdo no Brasil e poucos
trabalhos relacionados ao assunto no mundo (19). A maior diversidade destas bactérias pode
favorecer a simbiose com vérias espécies leguminosas e maximizar a fixacdo bioldgica do
nitrogénio em areas degradadas. Além disso, quanto maior a diversidade de espécies, maior a
resiliéncia dos processos microbianos do solo. Sendo assim, este trabalho objetiva-se em
investigar a biodiversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio em area de mineracdo de

carvao.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Area de Mineracéo de Carvédo Candiota — RS

A area de mineracdo de carvdo da Companhia Riograndense de Mineracdo (CRM)

situa-se no municipio de Candiota, a 400 km ao sul de Porto Alegre, cujas coordenadas

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.
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geograficas sdo 31° 33' 55,5"S e 53° 43' 30,6"W. A regido apresenta um clima subtropical
umido, tipo Cfa, segundo a classificacdo de Képpen. A temperatura média anual é de 17.2 °C.
O solo original da area de mineracdo é classificado como Argissolo Vermelho Eutrofico tipico

(20).

3.2 Amostragem de Solo em Area de Mineragao de Carvao

Para o isolamento de bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) foram coletadas
amostras de solos contruidos, formados por misturas de solos e rochas apds a recomposicao
topografica da paisagem em areas mineradas por carvao, em seis pontos geo-referenciados da
area de mineracdo de carvao, além da coleta de solo de uma area de referéncia, ou seja, uma
area adjacente a mineracdo. As amostragens de solo foram realizadas em areas com diferentes
estagios de recuperacdo na camada superficial de 0-5 cm de profundidade préximo a

rizosfera.

A
Candiota I 2

.-‘t" J
.__r‘ﬂl . - dred U!:w .ﬁ

e

Figura 1.: Pontos referentes as 7 &reas de coletas dos solos contruidos na mina de
carvao em Candiota, RS.

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.
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94 Antes da coleta das amostras em cada ponto, foi retirada a serrapilheira do local. Para
95 coleta de solo, foi utilizada uma pa de corte que foi desinfectada com alcool 96% e fogo para
96  evitar contaminacdo microbioldgica. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos
97  estéreis e identificadas de acordo com o ponto de coleta. Nestes locais também foram
98 coletadas amostras de solo para a realizacdo de analises quimica no Laboratorio de Quimica e
99  Fertilidade do Solo da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM (Tabela 1). As amostras
100  de solos foram transportadas e armazenadas no Laboratorio Biologia e Microbiologia do Solo
101  Prof. Marcos Rubens Fries, CCR/UFSM e mantidas sob refrigeracdo (4 °C) até a realizacdo
102  das analises.
TABELA 1: Caracteristicas quimicas dos solos contruidos coletado na area de mineragédo de
carvao na regido de Candiota, RS.
Total de fons metélicos (mg kg™)
Area Caracteristica da area de coleta Coordgn_a das pH do
geograficas Solo
As Cd Pb Cr Cu Ni Mn Zi
Solos Construidos — 8 Anos — $31°33° 53.9”
Al Vegetagio Espontanea (Area W 0530 43° 36 5 7.26 0.11 <0.01 0.27 0.34 10.0 <0.1 179.0 26.0
experimental) ’
Solos Construidos — 6 anos - S 31°33°582”
A2 Acécia-negra W 053° 33" 58.27 4.69 6.40 <0.01 12.4 16.0 6.0 <0.1 127.0 20.0
Solos Construidos — 8 Anos — S 31°3339,3”
A3 Vegetagio espontanea W 053° 42 17.3” 4.67 5.00 <0.01 11.8 22.0 8.0 <0.1 196.0 19.0
Solos Construidos com rejeito — S 31°3350,4”
Ad 20 Anos — Eucalipto W 053° 44° 26.5” 3.52 6.30 <0.01 220 18.0 10.0 <0.1 16.0 10.0
Solos Construidos com rejeito — $31°33° 15.4”
A5 20 Anos — Acécia-negra e W 053° 44° 1’1 3 4.195 3.60 <0.01 10.7 14.0 8.0 <0.1 29.0 10.0
Eucalipto ?
. P S31°33° 15,47
A6 Rejeito estéril* — 20 anos W 053° 44" 11,37 3.15 6.00 <0.01 21.2 18.0 8.0 <0.1 21.0 18.0
. < o S31°32” 43,07
A7 Campo nativo — Area referéncia W 053° 42 39,67 4.79 0.53 <0.01 0.26 0.88 8.0 <0.1 7.86 22.0
103  * Rejeito estéril € o material proveniente da mineracdo de carvdo, constituem-se de cinza,
104  rocha fragmentada, compostos sulfurados e carvao de baixa qualidade
105 3.3 Isolamento e cultivo das Bactérias fixadoras de nitrogénio
106
107 O experimento para o isolamento das bactérias fixadoras de nitrogénio foi conduzido
108  em tubetes com capacidade de 110 cm®, na casa de vegetacdo climatizada do Departamento

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.
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de Solos da UFSM, nos meses de abril a maio de 2012. Foram utilizadas como plantas isca
Macroptilium atropurpureum (DC) Urb. (siratro) e de Vicia sativa L. (ervilhaca) devido a
ambrangéncia de diversidade na captura de microrganismos. Os tubetes continham uma
mistura 2:1 de vermiculita e areia, apds o preparo dos mesmos, estes foram autoclavados por
uma hora a 121 °C.

Os tratamentos corresponderam as inoculagbes com 1 mL de suspensdes de solo
construido coletado em sete pontos diferentes (Tabela 1), além de duas testemunhas sem
inoculacdo (uma com e outra sem a adicdo de N mineral) para controle de possivel
contaminacédo e para comparagdes com as plantas inoculadas, todas com trés repeticdes. As
suspensdes de solo foram preparadas pela mistura de 10 g de solo em 90 mL de solugéo salina
0.85% de NaCl e, em seguida, agitada por 30 min em agitador horizontal.

As sementes utilizadas foram desinfestadas superficialmente com alcool etilico 70% por
um minutos e hipoclorito de s6dio a 1%, por um minutos. Em seguida, foram lavadas seis
vezes, durante 1 minuto cada uma, com agua destilada esterilizada. Foram entdo semeadas
quatro sementes por tubete e, posteriormente, feita a inoculacéo, colocando-se, junto a cada
semente, 1 mL de suspensdo correspondente a cada tratamento. A cada dois dias foi aplicada
solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (21) nos tubetes, e nos intervalos aplicada agua
destilada autoclavada.

As plantas foram coletadas 50 dias ap6s a emergéncia, por ocasido do florescimento,
para o isolamento das bactérias presentes nos ndédulos. Cinco noédulos de cada planta-isca
foram utilizados para o isolamento de rizébios. Estes nédulos foram primeiramente imersos
em alcool etilico 95%, por 30 segundos, em H,O, por um minuto, e depois lavados seis vezes
em agua esterilizada para a retirada do H,O,. Os nddulos foram entdo esmagados com o
auxilio de uma pinca esterilizada, em placas contendo meio de cultura 79 (22), sendo o

material interno espalhado nas placas para a obtencdo de coldnias isoladas (23). Apos a

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.
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obtencdo de coldnias isoladas e puras, os isolados foram repicados para placas contendo meio
de cultura 79, para caracterizacdo fenotipica cultural e posterior armazenamento sob
refrigeracdo (4 'C). Foram avaliadas as seguintes caracteristicas culturais dos isolados: taxa de
crescimento medida pelo tempo de aparecimento de colbnias isoladas (crescimento muito
rapido — 1 dia; rapido — 2 a 3 dias; lento — mais que 4 dias) e modificacdo do pH do meio

(acidificacdo, alcalinizacéo e neutro).

3.4 Testes de tolerancia a pH e metais pesados nos isolados bacterianos

Para avaliacdo da tolerancia a pH e aos diferentes metais pesados cada estirpe foi
crescida em 30 mL de meio 79 com pH 6.8, sob agitacdo orbital de 100 rpm a 28 °C, durante
cinco dias. Posteriormente, aliquotas de 100 puL de suspensdo de células foram inoculadas em
10 mL de meio liquido. Para o primeiro parametro (pH), os isolados foram cultivados nas
seguintes faixas de pH: 3.0, 4.0, 5.0 e 9.0. J& para tolerancia aos diferentes metais pesados o
meio de cultura 79 foi suplementado com diferentes concentracgdes, testados individualmente.
As concentragdes testadas de Zn (ZnSO,) foram 1.0, 3.0 e 5.0 mmol L™, Cd (CdCl,) 0.1, 0.5 e
3.0 mmol L?, Cu (CuCly) 1.0, 2.5 e 5.0 mmol L™, Ni (NiCl,) 3.0, 7.0 e 15 mmol L™ e, Cr
(CrCls) 1.0, 2.5 e 5.0 mmol L™, além de um tratamento controle sem a adicdo do metal pesado
também foi utiizado. Apés a adicdo dos metais, o pH dos meios foi ajustado para 4.0 com
solucdo de HCI 1.0 mol L™ Para avaliar a suscetibilidade dos isolados aos metais,
determinou-se a concentragdo minima inibitoria (CMI) a qual é definida como a menor
concentracdo na qual ndo ocorreu o crescimento das estirpes, apos cinco dias de incubacao a
28 °C. Nesta etapa do estudo determinou-se o nimero de isolados que apresentaram
crescimento em cada pH avaliado e em cada concentracdo de metal a partir de trés repeticdes.

Através do método indireto da turbidez do meio, caracterizou-se a presenca ou auséncia do

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.
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crescimento bacteriano, e com isso, foi determinado a tolerancia ao pH dos isolados

bacterianos.

3.5 Autenticacéo dos isolados bacterianos

O experimento de autenticacdo dos isolados bacterianos obtidos do siratro (21
isolados) e de ervilhaca (sete isolados), obtidos do isolamento dos nddulos no experimento de
captura dos rizébios e selecionados através do teste de pH, foi realizado em casa de vegetacédo
climatizada na area experimental do Departamento de Solos da UFSM.

As plantas foram cultivadas em tubetes de 110 cm® contendo uma mistura 2:1 de
vermiculita e areia. Apds o preparo, os tubetes e a solugdo nutritiva foram autoclavados por
uma hora, a 121 °C. As sementes foram desinfestadas superficialmente com etanol 70% por
cinco minutos e hipoclorito de sodio a 1%, por trés minutos, e lavadas com agua destilada
esterilizada e semeadas, no total de quatro sementes por tubetes. Posteriormente, foi realizada
a inoculacdo das estirpes cultivadas em meio 79 liquido (22), por cinco dias, em agitacdo
constante a 28 °C. Cada semente recebeu 1 mL de inéculo (1x10° células mL™ de suspensdo
bacteriana). A solucdo nutritiva dos tubetes foi reposta a cada dois dias com solucédo
autoclavada, e seu volume foi completado durante esse periodo com agua destilada
esterilizada. Dez dias ap0s a germinacdo, realizou-se o desbaste, deixando somente duas
plantas por tubete.

O experimento foi conduzido por 40 dias, em delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticdes por tratamento. Os tratamentos constituiram-se da inoculacdo de 29
isolados, além de dois controles ndo inoculados, um com N mineral e outro sem N mineral.

ApoOs este periodo, foi avaliada a presenca de nodulos.

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.



184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

24

3.6 Métodos moleculares

Os isolados foram selecionados baseados na sua tolerancia do teste aos diferentes pH.
Dessa forma, aqueles que apresentaram um elevado crescimento em pH 3.0 e 4.0, abrangendo
todas as areas estudadas. A identificacdo a nivel genético dos isolados foi determinada pelo
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Os isolados foram cultivados em meio 79 liquido
a 28 °C, durante 3 dias de forma a obter células na fase logaritmica de crescimento. Para a
extracdo de DNA gendmico utilizou-se o kit de extragdo Zr Fungal/Bacterial DNA Miniprep®
(Zymo Research Corp., USA) seguindo instruc@es do fabricante.

Para a amplificacdo da regido 16S do rRNA foram empregados os oligonucleotideos
iniciadores 27F e 1492R (24). A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada utilizando: PCR buffer 1X, 2.5 mM de MgCl,, 0.2 uM de dNTP, 0.2 uM primers,
0.02 U Tag DNA polymerase (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), H,O ultra-pura estéril e 1 uL de
DNA, totalizando um volume final de 25 pL. A amplificacdo foi realizada em um
termociclador Techne® Endurance TC-312 com o seguinte perfil térmico: uma etapa de
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 40
segundos, anelamento a 55 °C por 40 segundos, extensdo a 72 °C por 1.5 minutos, e a
extensdo final a 72 °C por 7 minutos (11). O fragmento amplificado foi separado em gel de
agarose 1% e visualizado sob luz UV, confirmando a amplificagdo. Posteriormente foi
submetido & purificacdo utilizando o kit PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen, S&o
Paulo, Brasil) e sequenciado utilizando o equipamento ABI-PRISM® 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA). As sequéncias foram analisadas utilizando o programa Staden
Package 2.0.0b (25) e ap0s as mesmas foram submetidas ao BLAST para compara¢do com

sequéncias do GenBank (NCBI). Além disso, foram sequenciados tambeém estirpes de

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.
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referéncia SEMIA 806 (Mesorhizobium sp.) e CIAT 889 (Rhizobium tropici) para ser
utilizado como comparacéo positiva com os isolados.

A amplificacdo pela PCR para o gene nodA foi realizada utilizando os
oligonucleotideos iniciadores nodABurkF e nodABuUrkR, tanto para a ¢ B-Proteobacteria. A
amplificacdo do gene nifH para P-Proteobacteria foi realizada com oligonucleotideos
iniciadores nifH-R e nifH-F e nifHF e nifHI para a-Proteobacteria (Tabela 2). O produto da
PCR foi separado em gel de agarose 1% e visualizado sob luz UV, utilizando um marcador
molecular DNA Ladder, 100pb (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) confirmando a amplificacdo da

regido de interesse.

TABELA 2.: Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores utilizados na analise da reacdo em
cadeia da polimerase.

Gene Oligonucleotideos iniciadores Sequéncia Referéncia
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S rRNA 24
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT
nodA nodABurkF CRGTGGARGGTBYGYTGGGA 16
nodABurkR TCAYARCTCDGGBCCGTTBCG
nifH-F AARGGNGGNATYGGHAARTC
i nifH-R GCRTAVAKNGCCATCATYTC 26
nifH nifHF TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA
nifHI AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA 2t

4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas das areas de coleta de solos construidos

As areas de coleta apresentam distintas condi¢cbes ambientais quanto a exposicao
temporal e a cobertura vegetal. Das sete areas de coleta, seis apresentaram pH baixo,variando
de 3.15 em A6, até 4.79 em A7 (Tabela 1). Na Tabela 1, encontram-se os resultados da

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.
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analise de solo quanto as concentracdes de arsénio (As), chumbo (Pb), cadmio (Cd), cromo
(Cr), cobre (Cu), niquel (Ni), manganés (Mn) e zinco (Zn). Todos os solos apresentaram
teores elevados de As, Mn e Pb, valores moderados para Cr, Cu e Zn e baixos teores de Cd e

Ni (28).

4.2 Caracteristicas fenotipicas

As caracteristicas fenotipicas de alteracdo do pH do meio e tempo de crescimento dos
115 isolados foram separados em 6 grupos culturais (Figura 2). Esses foram divididos em:
crescimento rapido e com capacidade de acidificar o meio (RA) (21,7%); crescimento rapido
e que ndo alteraram o pH do meio (RN) (39,1%); crescimento rapido, com capacidade de
alcalinizar o meio (RAL) (17,3%); crescimento lento, que nao alteraram o pH do meio (LN)
(1,8%); crescimento lento, que alcalinizaram o meio (LAL) (6,1%) e crescimento lento, que
alcalinizam o meio (LA) (14%). Apenas os isolados do siratro apresentaram crescimento
lento, que ndo alteraram o pH do meio (LN) e crescimento rapido, com capacidade de

alcalinizar o meio (RAL), e apenas os isolados de ervilhaca apresentaram o LA.

50

. Total
EZ=Z23A Ervilhaca |
40 4 =3 Siratro N
N
I~
= 30 -
2 ~
b= N
S =20
=
= = S S
Z S :
10 Z § N Z
Z S Z
P — ~ =
i 0 0N HaN HE
o HE = = = S B -
LAL LN LA RAL RN RA

Figura 2.: Distribuicdo dos 115 isolados de solo construidos provenientes de &rea de
mineracao de carvao em grupos culturais baseados no tempo de crescimento das colonias e na

alteracdo do pH do meio: crescimento rapido e pH acido (RA); crescimento rapido e pH

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
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neutro (RN); crescimento rapido e pH alcalino (RAL); crescimento lento e pH &cido (LA);

crescimento lento e pH neutro (LN); crescimento lento e pH alcalino (LAL).

4.3 Teste de pH

Os 115 isolados e suas respectivas area de isolamento sdo apresentadas da Figura 2a,
sendo gue o maior numero de isolados foram encontrados em Al, A3, A5, A6 e 7, areas estas
com baixo pH. A Figura 2b apresenta os isolados tolerantes a pH (Figura 3b), sendo que todos
os isolados mostraram tolerancia quando submetidos ao valor de pH 7.0, esse utilizado como
pH do meio de cultura para o crescimento das bactérias.

A maioria dos isolados testados apresentaram tolerancia, sendo que 98.2% foram
tolerantes ao pH 9.0, 88.6% ao pH 5.0, 72.2% ao pH 4.0 e apenas 2.6% apresentaram
crescimento em meio com pH 3.0. Estes resultados demonstram a elevada adaptabilidade dos
microrganismos nas areas provenientes a mineracdo de carvado, que possuem um pH do solo
proximo a 4.0. Os isolados UFSM-B21, UFSM-B33 e UFSM-B34 destacaram-se,

apresentando crescimento em pH 3.0 (Figura 3b).

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
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Figura 3.: Numero de bactérias isoladas (a) e 0 nimero de isolados tolerantes aos diferentes
valores de pH por pontos de coleta (b). Al:Solos Construidos— 8 Anos — Vegetacdo
Espontanea; A2: Solos Construidos — 6 anos - Acécia-negra; A3: Solos Construidos — 8 Anos
— Vegetacdo espontanea; A4: Solos Construidos com rejeito — 20 Anos — Eucalipto; A5: Solos
Construidos com rejeito — 20 Anos — Acécia-negra e Eucalipto; A6: Rejeito estéril — 20 anos;

AT7: Campo nativo — Area referéncia.

4.4 Teste de Metais

Os 115 isolados bacterianos foram testados quanto a sua tolerdncia a cinco metais
pesados, sendo eles Cd, Cr, Cu, Ni e Zn em trés diferentes dosagens (Figura 4). Quanto a
tolerancia ao Ni, 13.9% dos isolados apresentaram crescimento na concentragdo de 7 mg L™,
11.3% a baixo concentracdo (3 mg L™) e apenas 7% a elevados concentracéo de niquel (15
mg L™?), destacando-se os isolados da area A3, solos construidos — 8 anos — vegetago
espontanea, que um maior numero de isolados apresentaram crescimento em todas as

concentragdes de Ni.

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
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A maioria dos isolados (62,60%) mostraram tolerancia a menor concentracdo de Zn (1
mg L™). Além disso, 27,8% e 15,65% toleraram as concentragdes de 3,0 e 5,0 mg L,
respectivamente. Pode ser observado também que um vasto numero de isolados toleraram
uma baixa concentracdo de cadmio, 63,5% apresentaram tolerancia a 0.1 mg L™ de Cd.
Também apresentaram tolerancia as concentracdes de 0,5 e 3,0 mg L™ de Cd, 33% e 20%,
respectivamente. Tanto na tolerancia ao Cd como ao Zn os pontos A3, A5 e A7 foram os que

apresentaram um maior nimero de isolados tolerando todas as concentracdes dos metais.
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Figura 3.: Numero de isolados tolerantes aos metais pesados Ni (a), Zn (b), Cd (c), Cr (d) e
Cu (e) em cada area de coleta provenientes de area de mineracdo de carvdo. Al: Solos
Construidos— 8 Anos — Vegetacdo Espontanea; A2: Solos Construidos — 6 anos - Acécia-

negra; A3: Solos Construidos — 8 Anos — Vegetacdo espontanea; A4: Solos Construidos com
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rejeito — 20 Anos — Eucalipto; A5: Solos Construidos com rejeito — 20 Anos — Acacia-negra e

Eucalipto; A6: Rejeito estéril — 20 anos; A7: Campo nativo — Area referéncia.

Quando submetidos a uma concentracdo de 0,1 mg L™ de Cr, 60% dos isolados
demonstraram tolerancia. Para as concentracdes de 0,33 e 0,86 mg L™ de Cr, 49,5% e 38,2%
toleraram, sendo que o0s pontos novamente os pontos A3, A5 e A7 foram os que apresentaram
um maior nimero de isolados tolerando todas as concentra¢fes. Quanto ao Cu poucos
isolados demonstraram tolerancia. Foi observado que 11,3% toleraram concentracGes de 1,0
mg L™, e apenas 6% e 5,2% apresentaram tolerancia as concentracdes de 2,5 e 5,0 mg L™,
respectivamente, sendo que desses a maioria dos isolados € proveniente das areas A3, A5 e

AG.

4.5 Autenticacdo por meio da inoculacédo no hospedeiro de origem

No experimento de autenticacdo dos 28 isolados, selecionados devidos ao teste de pH,
25 foram autenticados (83.3%), ou seja, apresentaram nodulacdo positiva. Os controles sem
inoculacdo e sem N mineral ndo apresentaram nodulacdo, comprovando que ndo houve
contaminagdo do experimento, o que tornou possivel a autenticacdo. A presencga de nodulacdo
na autenticagdo dos isolados pode ser comprovada pela presenca do gene nodA, um dos

responsavel pela nodulagédo, conforme tabela 3

4.6 Caracterizacdo molecular da regido 16S rRNA e deteccéao dos genes nodA e nifH

As sequéncias obtidas dos 28 isolados selecionados para a identificagdo para a

identificacdo foram comparadas com sequéncias disponiveis no GenBank e as que

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
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apresentaram similaridade maior do que 92% foram consideradas do mesmo género. A Tabela
3 apresenta os isolados juntamente com a caracterizacdo molecular obtida, os valores de
similaridade bem como a numeracdo no GenBank. Foram identificadas 17 a-Proteobacteria
(Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp. e Brevudimonas sp.), sendo o Bradyrhizobium sp. o
principal género encontrado, seis Firmicutes, caracterizado principalmente por Paenibacillus
sp. e Brevibacillus sp., além de trés y-Proteobacteria (Pseudomonas sp.) e duas B-
Proteobacteria (Burkholderia sp.). As estirpes referéncias comprovaram sua identificacao,
demonstrando a eficacia da caracterizacdo molecular.

O filo a-Proteobacteria, principalmente para isolados do género Bradyrhizobium, foi
identificado na maioria das areas amostradas, com excecao de Al e A4 (Tabela 3). Em Al foi
encontrado apenas Rhizobium sp. e em A4 apenas um Brevibacillus sp., sendo esta a area
juntamente com a area A2 apresentaram um menor numero de isolados. As areas A3, A5 e A6
apresentaram um maior numero de isolados selecionados quando comparadas com as demais
areas, identificados os géneros Paenibacillus sp., Burkholderia sp. e Bradyrhizobium sp.,
estas areas apresentam pH em torno de 4.0. A area A7 apresentou 0 maior nimero de isolados
e a maior diversidade de géneros: Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp., Pseudomonas sp. e
Paenibacillus sp. Este resultado era esperado, tendo em vista que esta area esta adjacente a
area de mineracdo, ndo sendo utilizada para a extracdo do carvao.

O DNA dos isolados ap6s a identificacdo foram submetidos a técnica da PCR, como ja
dito anteriormente e verificado a presenca ou auséncia dos genes nifH e nodA (Tabela 3). Dos
28 isolados bacterianos avaliados, 23 isolados apresentaram o gene nodA e 27 isolados o gene
nifH. A auséncia desses genes foi observada em alguns isolados do filo Firmicutes e y-

Proteobacteria.

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
Microbiology.



341

342

32

TABELA 3.: Caracterizacdo molecular de isolados bacterianos proveniente de solos de area
de mineragéo de carvédo, mina de Candiota, RS.

N° de pares
Isolado Area Coletada Plantaisca Téxon Caracterizagio Gene  Gene N° GenBank de bases da % de Nodulagao
Molecular nodA nifH sequéncia Similaridade
16S rDNA
UFSM-B11 Al Ervilhaca a-Proteobacteria  Rhizobium sp.. + + KJ532450 754 99 :
UFSM-B12 Al Ervilhaca a-Proteobacteria  Rhizobium sp. + + KJ532451 745 99 :
UFSM-B21 A2 Siratro a-Proteobacteria ~ Bradyrhizobium sp. + + KJ532461 736 99 1
UFSM-B22 A2 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. + + KJ532462 733 99 1
UFSM-B32 A3 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. + + KJ532463 741 100 1
UFSM-B33 A3 Ervilhaca B-Proteobacteria  Burkholderia sp. + + KJ532452 415 96 1
UFSM-B34 A3 Ervilhaca B-Proteobacteria  Burkholderia sp. + + KJ532453 743 99 1
UFSM-B35 A3 Ervilhaca Firmicutes Paenibacillus sp. - + KJ532473 729 99 0
UFSM-B41 Ad Siratro Firmicutes Brevibacillus sp. - + KJ532454 733 99 1
UFSM-B51 A5 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. + + KJ532464 753 99 1
UFSM-B52 A5 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. + + KJ532465 750 99 1
UFSM-B53 A5 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. + + KJ532466 749 98 1
UFSM-B54 A5 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. + + KJ532467 729 99 1
UFSM-B55 A5 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. + + KJ532468 751 99 1
UFSM-B56 A5 Ervilhaca Firmicutes Paenibacillus sp. + + KJ532474 757 97 0
UFSM-B61 A6 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. + + KJ532469 631 98 1
UFSM-B62 A6 Siratro a-Proteobacteria  Brevundimonas sp. - + KJ532455 727 97 1
UFSM-B63 A6 Siratro Firmicutes Paenibacillus sp. + + KJ532475 734 97 1
UFSM-B64 A6 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. + + KJ532470 743 99 1
UFSM-B65 A6 Ervilhaca a-Proteobacteria  Rhizobium sp. + + KJ532456 751 99 1
UFSM-B71 A7 Siratro Firmicutes Paenibacillus sp. + + KJ532476 771 100 1
UFSM-B72 A7 Siratro y-Proteobacteria ~ Pseudomonas sp. + + KJ532457 584 100 1
UFSM-B73 A7 Siratro y-Proteobacteria ~ Pseudomonas sp. - + KJ532458 725 100 1
UFSM-B74 A7 Siratro a-Proteobacteria  Rhizobium sp. + + KJ532459 734 99 1
UFSM-B75 A7 Siratro Firmicutes Paenibacillus sp. - + KJ532477 744 99 0
UFSM-B76 A7 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp. + + KJ532471 594 99 1
UFSM-B77 A7 Siratro a-Proteobacteria  Bradyrhizobium sp + + KJ532472 747 99 1
UFSM-B78 A7 Siratro y-Proteobacteria ~ Pseudomonas sp. + - KJ532460 635 99 1

5. DISCUSSAO

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
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O estudo sobre a caracterizacdo do solo da area de mineracdo da mina de Candiota
demonstrou caracteristica acida (Tabela 1), devido a drenagem &cida de mina, que além de ser
um dos principais problemas no estabelecimento de plantas em areas recuperadas apos a
mineracdo de carvdo, afeta também a diversidade da microbiota edéafica, visto que o baixo pH
afeta a solubilidade de metais no solo (29). O baixo pH favorecera a lixiviacdo de alguns
metais como As, Pb, Cr e Mn que apresentam teores elevados em areas de mineracdo. As
elevadas concentracfes de As sdo evidentes, mas bem menores quando comparadas a outros
estudos (30; 31; 32). O As ¢ encontrado na forma de arseno-pirita, principalmente nos carvdes
com alta porcentagem de pirita, sendo assim pouco moével no carvédo e pouco disponivel para
ser lixiviado (33). Apos a queima do carvdo, o As associado a sulfetos é liberado e tende a ser
adsorvido por particulas menores de cinza, aumentando a sua disponibilidade, 25% no carvao
para, aproximadamente, 70% na cinza (34). O mesmo ocorre com Pb e Cd mas em menor
proporcéo (33) evidenciando assim as quantidades desses metais em maiores quantidades,
como demonstrado na tabela 1.

Devido a caracteristica acida da area, € importante a selecdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio mais adaptadas a indices mais elevados de acidez ou que demonstram adaptacéo a
essa nova faixa de pH, sendo que um vasto numero de isolados bacterianos apresentaram
crescimento em pH baixo (4.0 e 5.0) (Figura 2b). Na area Al, onde o pH foi o mais elevado,
obteve-se um pequeno numero de isolados bacterianos. Estudos demonstram que espécies
vegetais leguminosas nodulam em abundéncia quando encontradas em condic¢des naturais de
pH préximo a 4.0 (35), sendo que o ambiente nativo afetara a tolerancia das bactérias
fixadoras de nitrogénio a acidez. Bactérias com crescimento em pH 5.0 podem ter maior
chance de sobreviver em solos acidos do que aquelas crescidas em pH 7.0 (16; 36; 37) devido

a um fenémeno denominado "acid habituation™ (38) (Figura 1 e 2). Além disso, estirpes de

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
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crescimento rapido geralmente sdo menos tolerantes a acidez do que as de crescimento lento
(17).

A adaptacdo dos microrganismos a diversos ambientes, tanto para acidez como para
altos teores de metais pesados no solo, torna-se cada vez mais desejavel. Os isolados neste
estudo apresentaram uma vasta tolerancia a diversos tipos de metais, sendo que, um grande
numero apresentou tolerancia ao Cd (Figura 3). Klonowska et al., (16) e Rathnayakea et al.
(39) relataram um amplo numero de isolados tolerantes ao Cd em teores considerados alto,
sendo que os efeitos sobre o crescimento de microrganismos estdo normalmente relacionados
com efeitos deletérios sobre a sintese de proteinas (40).

Além disso, neste estudo também foi demonstrada uma grande porcentagem de
bactérias tolerantes ao Cr (Figura 3) isso torna importante tendo em vista que a maioria dos
relatos das bactérias resistentes ao Cr foi isolada a partir do solo (16; 41) e possuindo a
capacidade de reduzir o Cr a forma menos toxica (42). Alguns autores descobriram que
bactérias gram-positivas (Firmicutes) sdo mais tolerantes ao cromo do que bactérias gram-
negativas (proteobacterias) (39; 43; 44). Este estudo juntamente com Klonowska et al. (16) e
Navarro-Noya et al. (45) apresentou um grande nimero de isolados (Figura 3) tolerantes ao
Zn. Os elevados niveis de tolerdncia de Zn, Cd e Cr podem ser considerados agentes de
selecdo para futuros estudos no emprego da biorremediacéo, devido a maior adaptabilidade
dessas bactérias fixadoras de nitrogénio, isoladas de areas de mineracao de carvéo, auxiliando
no desenvolvimento e estabelecimento de plantas em areas com elevados teores desses metais.

Essa maior adaptabilidade das bactérias fixadoras de nitrogénio em diversos ambientes
faz com que estas possam ser isoladas de uma grande variedade de fontes, incluindo solo,
agua, rizosfera de plantas, raizes de arvores, materiais vegetais, forragem, fezes e larvas de

insetos (46), e como visto neste estudo em areas degradadas apos a mineragéo de carvao.

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
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Ap0s esse isolamento as bactérias fixadoras de nitrogénio foram submetidas a anélise
de caracteristicas fenotipicas para a caracterizacdo inicial e triagem de bactérias fixadoras de
nitrogénio, no entanto devido a alta semelhanca entre isolados necessita-se de métodos mais
precisos. Neste sentido, as técnicas moleculares apresentam uma ferramenta de maior preciséo
para a identificacdo, através do sequenciamento do gene 16S rRNA, e também para a
avaliacdo da diversidade (47). Neste estudo, os isolados que foram submetidos a
caracterizacdo da regido 16S apresentaram uma diversidade genética elevada (Tabela 3)
semelhante ao relatados por Lima (48) e Guimardes (47), em areas de baixo pH e fertilidade,
para a diversidade de bactérias aprisionadas pelo siratro (Macroptilium atropurpureum). No
entanto, esses autores também relataram uma elevada diversidade entre as bactérias fixadoras
de nitrogénio de leguminosas (Bradyrhizobium sp., Azorhizobium sp., Mesorhizobium sp.,
Sinorhizobium sp., Rhizobium sp. e Burkholderia sp.), mas diferenciando quanto aos géneros,
onde ocorreu um maior nimero de isolados do género Bradyrhizobium, ainda foram
encontrados Rhizobium sp. Burkhoderia sp., Brevibacillus sp., Paenibacillus sp.
Brevundimonas sp. e Pseudomonas sp. (Tabela 3). Sendo que, o género Bradyrhizobium é
caracterizado pelo crescimento lento e capacidade de mudanga do pH do meio de cultura para
alcalino ou neutro (49) condizendo com o que encontrou-se na Figura 1, onde observou-se
grupos crescimento lento e pH acido (LA) e crescimento lento e pH neutro (LN). Alem disso,
observou-se que estirpes de Bradyrhizobium sp. apresentaram tolerancia a Cd, esta que ja
conhecida por acumular grandes quantidades de Cd (50; 51; 52). Neste caso, a quantidade e a
atividade da enzima glutationa s&o utilizados como mecanismo de defesa (52). Também foi
observado que esta tolerou concentracbes de Zn, o mesmo evidenciado por Navarro-Noya et
al. (45) em bactérias isoladas de uma mina de carvao.

A recente disponibilidade do genoma de ambas proteobacterias (a- e f-) pode

proporcionar uma melhor compreensdo dos mecanismos e da evolugdo da nodulacdo e fixacéo

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
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bioldgica de nitrogénio por varios géneros (53). Neste estudo o grupo das a-proteobacterias
apresentaram ambos o0s genes nifH e nodA. Sendo que o gene nod abriga distintos genes para
0 mesmo fenotipo de nodulacdo (54; 55). J& o gene nifH é bastante utilizado em estudos
filogenéticos, ja que tem sido frequentemente sequenciado na maioria das espécies de rizobios
para posterior comparacdo (27). Este gene codifica a sintese da enzima dinitrogenase redutase
e tem apresentado, recentemente, uma relagcdo nao consistente entre os estudos de filogenia de
suas sequéncias quando comparado com a filogenia do gene ribossomal 16S, mas tem sido
largamente similar ao gene nodA (54).

Os géneros Burkholderia sp., Paenibacillus sp., e Pseudomonas sp. identificados neste
estudo, também apresentaram tanto o gene nodA como o gene nifH, sendo que a descoberta de
Burkholderias como simbiontes de leguminosas ainda é recente. Estudos sugerem que as [3-
proteobacterias podem ter adquirido o gene nodA das a-proteobacterias (56), ou seja,
ocorrendo uma transferéncia lateral de genes do genoma das a-proteobacterias, sendo esta a
explicacdo mais provavel para a ocorréncia destes genes em géneros distante das a-
proteobacterias (25; 56; 57). Do mesmo modo, Ding et al. (58) demonstraram que a fixacéo
bioldgica de nitrogénio ocorria também em Bacillus marisflavi e Paenibacillus massiliensis,
pois encontraram fragmentos do gene nifH em Bacillus megaterium e Bacillus cereus. Dessa
forma, fica demonstrado o porqué da presenca dos genes nifH e nodA no genoma dos géneros
encontrados no estudo.

Sendo assim este estudo, demonstrado através dos dados obtidos, enfatiza a
necessidade de mais investigacOes sobre a diversidade microbiana em areas degradadas pela
mineracdo de carvao. Esta pode abrigar um reservatério importante de microrganismos com
potencial biotecnoldgico, que podem auxiliar na diminui¢do do impacto ambiental que fontes

nitrogenadas causariam nesses passivos ambientais e, para que essas investigacdes sirvam

* Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Applied Environmental
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para uma futura comparacdo entre as diversas areas degradadas pela mineracdo de carvao

existente.

6. CONCLUSAO

As estirpes bacterianas isoladas das diferentes areas de mineracdo de carvao
apresentaram alta diversidade abrangendo diferentes géneros de bactérias fixadoras de
nitrogénio. Estas apresentam potencial para serem testadas futuramente em leguminosas
arboreas com potencial para serem utilizadas em programas de revegetacdo, pois apresentam

tolerancia a diversos niveis de pH e a diversas concentracdes de metais pesados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresentou um amplo numero de isolados tolerantes a diversos valores
de pH e diferentes metais pesados com variadas concentracfes, além disso a caracterizacdo
molecular resultou em quatro filos a-p-y-Proteobacteria e Firmicutes, prevalecendo o filo a-
proteobacteria, representado principalmente por Bradyrhizobium sp., devido & sua adaptacéo
em ambientes acidos, caracteristica predominante das areas degradadas pela mineracdo de
carvao. Estas podem ser utilizadas como futuros inoculantes bacterianos para leguminosas
arbéreas de rapido crescimento para serem empregadas em programas de revegetacdo nestas
areas, pois esta temética ainda é pouco explorada no Brasil.

Ainda existem extensas areas abandonadas pela atividade mineradora e que
apresentam sérios problemas ambientais, conforme discutidos anteriormente. Normalmente,
0s programas de recuperacdo de &reas degradadas adotam como estratégia a adicdo de
material organico ao solo e a adi¢do de grandes quantidades de fertilizantes no solo, porém os
seus efeitos sdo pouco duradouros e de elevado custo. Essa proposta esta baseada em uma
alternativa ambientalmente aceita e de baixo custo que, além dos beneficios relacionados a
estética e protecdo, € a maneira mais simples e natural para a recuperacdo de solos
degradados.

A obtencdo de simbiontes radiculares que apresentam tolerancia as condicbes de
estresse comumente encontrados nos solos reconstruidos apds atividade de mineracdo de
carvdo, possibilitara a sua aplicacdo em mudas de espécies arbdreas destinadas a programas
de revegetacdo. Isto permitira 0 emprego de plantas inoculadas com bactérias eficientes na
promocdo do crescimento vegetal, buscando-se de forma mais rapida e eficiente a recuperacéo

do solo e da vegetacdo, o que resultara na melhoria de todo o ambiente da regiéo.
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