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Resumo

Os microrganismos sdo sensiveis a presenca de determinadas con-
centracdes de cobre no solo, sendo por isso, também, considerados indica-
dores de qualidade ambiental. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do cobre sobre a populacio de fungos e bactérias do solo e identificar os
géneros de fungos encontrados em 4rea com contaminagio de cobre nas
Minas do Camaquai, Cagapava do Sul, RS, Brasil. As amostras de solo fo-
ram coletadas em drea de rejeito, margem, cultivo de eucalipto, pinus com
2 anos e com 10 anos de cultivo. A contagem da populagio de fungos e
bactérias do solo foi realizada pelo método da diluigio do solo em solugio
salina e inoculagdo em meio de cultura. As maiores médias para a popula-
¢io de bactérias totais foram encontradas nas dreas de margem e de cultivo
com eucalipto. Para a populagio de fungos do solo a maior ocorréncia foi
em 4rea de margem. A quantidade de 203 mg dm™ de cobre reduz a popu-
lacio de bactérias e fungos do solo.
Palavras-chave: metal pesado, microrganismos, indicadores de qualidade
ambiental

Summary

The microorganisms are sensitive to the presence of copper in
high concentration in the environment, being considered indicators of soil
pollution. The aim of this study was to evaluate the effects of copper in the
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soil bacteria and fungi population in the contaminated copper soil, in
Camaquia Minas, Cagapava do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil. The soil
samples were collected in reject, adjacent, eucalyptus cultivation, pinus with
two and ten years old area. The counting of bacteria and fungi soil
population was carried out in culture medium. The highest average for the
total bacteria population was found in the adjacent and eucalyptus
cultivation area. The soil fungi population was in the adjacent area. The
copper concentration of 203 mg dm™ inhibits the bacteria and the fungi
soil population.

Key words: heavy metal, microrganisms indicators of environmental quality

Introducao

As Minas de Camaqua estdo localizadas no municipio de Cagapava
do Sul, na Regido Central do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Esta
drea fol considerada a principal jazida de cobre do sul do Brasil, tendo sido
explorada até a década de 1980. Neste local houve intensa exploragio de
minérios constituidos por sulfetos de cobre (calcopirita, bornita e calcosina)
associados a pirita (Teixeira & Gonzalez, 1988). Atualmente, o local apre-
senta certa quantidade de rejeito, prejudicando o crescimento de plantas
no local.

A contaminacio do solo por metais devido as atividades exercidas
pelo homem, como a minerag¢io, é um problema ambiental que merece aten-
¢do, sendo seus efeitos pouco conhecidos nas condigdes brasileiras (Dias
Junior ez al., 1998). Metais pesados como cobre podem em elevadas con-
centrages exercer efeitos deletérios em diversas formas de vida, causando
poluigdo dos ecossistemas (Leyval et al., 1997; Siqueira et al., 1999). O
cobre, assim como os demais metais pesados, nio é biodegradével e apre-
senta uma dindmica no solo bastante complexa, alterada diretamente por
fatores do meio, principalmente pela quantidade de matéria organica, pH e
CTC (Sodré & Lenzi, 2001).

Os microrganismos sio sensiveis as alteragdes que ocorrem no
ambiente (Siqueira et al., 1994). Virios parimetros microbiol6gicos tém
sido usados como indicadores de alteragdes no solo, mas nenhum ¢ ade-
quado a todas as situagdes, devido 2 natureza dinimica e complexa dos
ecossistemas (Dick, 1992). A biomassa microbiana é responsavel pela qua-
se totalidade da atividade biolégica no solo, catalisando as transformagoes
bioquimicas, representando fonte e dreno de carbono e troca de nutrientes
entre a atmosfera e o ecossistema solo-planta (Moreira & Siqueira, 2002).
Mudangas significativas na quantidade de biomassa podem ser detectadas
muito antes que alteragdes na matéria orginica total possam ser percebidas
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por métodos laboratoriais, possibilitando a ado¢io de medidas de corre¢io
antes que a perda da qualidade do solo seja mais severa. O monitoramento
das alteragdes nos niveis de biomassa microbiana do solo é uma medida
adequada para determinar se um conjunto de praticas é sustentavel (T6tola
& Chaer, 2002).

Assim, o estudo da populagio de fungos e bactérias do solo pode
auxiliar no monitoramento da qualidade ambiental do solo, visando a recu-
peragio de dreas contaminadas por cobre. Este trabalho teve por objetivo
avaliar o efeito do cobre sobre a populagio de bactérias e fungos do solo, e
identificar os géneros de fungos encontrados nas Minas do Camaqua,
Cacapava do Sul, RS.

Material e métodos

O trabalho foi realizado em amostras de solo coletadas em drea de
minera¢io de cobre nas Minas de Camaqua localizadas no municipio de
Cacapava do Sul, RS, Brasil. As amostras de solo foram coletadas em junho
de 2006, na profundidade de 0-20 cm, em cinco locais denominados de:
rejeito, margem, eucalipto, pinus 2 e pinus 10. Os diferentes locais
amostrados foram selecionados conforme sua localizagio na 4drea e cober-
tura vegetal apresentando as seguintes caracteristicas: Rejeito, localizado
entre a drea de margem e de pinus com 2 anos de cultivo, sem a presenca de
vegetacio e com depdsito do rejeito extraido das minas; Margem, local
situado entre as dreas de rejeito e drea de cultivo de eucalipto, com 30 a 50
m de largura composta por vegetagio rasteira e esparsa; Eucalipto, locali-
zado entre a drea de margem e pinus com 10 anos apresentando vegetagio
rasteira, arbustiva e bosque de eucalipto; Pinus 2 (com 2 anos de cultivo)
localizado atrds da drea de rejeito, exclusivamente cultivado com bosque de
Pinus; Pinus 10 (com mais de 10 anos de cultivo), localizado ap6s a 4rea
cultivada com eucalipto, somente com o cultivo de Pinus.

Em cadalocal coletaram-se cinco amostras compostas, considera-
das repetigdes, formadas por trés subamostras, perfazendo um total de 25
amostras. Depois de coletadas as amostras foram embaladas em sacos plés-
ticos devidamente etiquetados e transportadas em caixa de isopor com gelo
até o Laboratério de Microbiologia do Solo e do Ambiente Marcos Rubens
Fries, do Departamento de Solos, UFSM. As amostras de solo ficaram ar-
mazenadas em refrigerador a - 18°C, por 48 horas, até o momento da de-
terminacdo da populagio microbiana do solo. Os materiais de solo foram
analisados quanto 2 fertilidade no Laboratério Central de Anélises de Solo
da Universidade Federal de Santa Maria (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo de drea de rejeito, margem, eucalipto, pinus 2 e
pinus 10. Minas do Camaqui, Cagapava do Sul, RS, 2006, (Média de cinco repeticdes).

pH

Local P K Ca Mg CIC* MO Argla Cu**

Rejeito 3,4 76 43 2,4 0,2 2,7 40 220 203
Margem 6,5 40 93 58 1,9 8,0 170 230 92
Eucalipto 4,8 25 82 3,7 1,2 7,0 300 430 94

Pinus 2 7,2 61 120 34 1,1 4,8 40 600 199
Pinus 10 4,7 3,7 48 29 08 5,5 180 600 6

*Capacidade de troca de citions efetiva
** Determinado pelo método de Tedesco (1995)

A contagem das unidades formadoras de colonias (UFC) de bac-
térias e fungos foi realizada pelo método da inoculagio de suspensdes dilu-
idas de solo em meio de cultura. Para tanto, preparou-se uma diluicio deci-
mal em série partindo-se de 10 g de solo colocado em frascos de erlenmeyer
com 90 mL de dgua destilada e esterilizada. De cada diluigio, foi retirado
uma aliquota de 1 mL por placa de petri, sobre o qual verteu-se o meio.
Para cada diluicio foram feitas trés repetigdes por placa. As placas foram
envolvidas em papel filme e incubadas em estufa a 25°C no escuro. A con-
tagem das UFC de bactérias e fungos foi realizada aos 8 dias apés a incuba-
¢io em estufa.

Para a determinacio da populagio de bactérias do solo utilizou-se
o meio Agar-PG (Moreira & Siqueira, 2002) com a seguinte composi¢io
(g.L" de dgua): glicose 0,1; peptona 1,0; K,HPO, 0,1; FeSO,.7H,O 0,02;
agar 15; Pentacloronitrobenzeno (PCNB), 2,4. O pH foi ajustado a 7,0
antes do meio ser autoclavado. Para avaliagio da populacio de fungos utili-
zou-se 0 meio Martin's-Bengala Agar (Martin, 1950) com os seguintes
nutrientes (gL' de dgua): glicose 10,0; peptona 5,0; KH,PO, 1,0; 4gar 15,0
e 3,3 mL de rosa bengala Os meios de cultura usados foram esterilizados
em autoclave a 120 °C por 20 minutos.

Ap6s o periodo de incubagio os fungos foram identificados em
nivel de género, através de microscépio estereoscépico e dtico, com base
na chave de identificacio Barnett e Hunter (1999).

Os resultados obtidos sobre os grupos de bactérias e fungos do
solo foram submetidos a anélise de varidncia e as médias dos tratamentos
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foram comparadas entre si pelo Teste de Tuckey a 5% de probabilidade de
erro, utilizando-se o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2003). Para a
anélise estatistica, os dados foram transformados para raiz quadrada de y+0,5.

Resultados e discussao

As dreas de rejeito e Pinus 2 apresentaram as concentragdes mais
altas de cobre quando comparados com os outros locais de coleta de solo
(Tabela 1). O nimero reduzido de bactérias na drea de rejeito e pinus 2
anos (Tabela 2) era esperado em fungio do grau de degradagio do local,
mostrado pelos baixos valores de pH, de matéria organica ou elevada con-
centracdo de cobre e por conseqiiéncia auséncia de vegetagdo rasteira. Nes-
te caso, pode-se ter o efeito direto do Cu que reduz a populagio de bacté-
rias do solo pela sua toxidade e/ou o efeito indireto, onde o Cu inibe o
crescimento da vegetagio, que por conseqiiéncia influencia negativamente
na populacio de bactérias do solo. Como exemplo, a aveia e mesmo outras
espécies nativas tém apresentado crescimento fraco, clorose e morte de
plantas em dreas com alta concentragio de cobre (Santos et al., 2004). Ape-
sar de maior, a populagio de bactérias da drea pinus com mais de 10 anos,
esta ndo diferiu estatisticamente da drea com Pinus 2 anos e rejeito (Tabela 2).

O fato das bactérias se apresentarem em um niimero menor na
rea de Pinus com 2 anos de cultivo e rejeito poderia ser explicado pelos
baixos teores de matéria orginica (Tabela 1), levando assim a menor
complexacio do cobre. Além disto, a populagio de bactérias € influenciada
pela presenga da cobertura vegetal através da produgio de exsudatos
radiculares. Na drea de Pinus com 2 anos de plantio, nio havia nenhuma
espécie como vegetagio de cobertura do solo (dados nio apresentados).
Assim, a producio de exsudatos de raizes era pequena. Este resultado estd
de acordo com Catelan & Vidor (1990) que estudando os efeitos dos fato-
res ambientais sobre a biomassa, populagio e atividade microbiana no solo
em diferentes sistemas de culturas, concluiram que o desenvolvimento dos
microrganismos foi influenciado pela variagio dos fatores climiticos como
umidade e temperatura, que influenciam diretamente sobre a cobertura
vegetal.

Embora a 4rea de rejeito e Pinus 2 tenham apresentado elevados
teores de cobre, os microrganismos se estabeleceram no local. Sabe-se que
os microrganismos sio influenciados de modo diferenciado pela presenca
de metais pesados no solo. Este comportamento depende do metal, da sua
concentragio no solo e dos microrganismos envolvidos no processo. Os
fungos filamentosos, as leveduras, as bactérias e as algas sio capazes de
tolerar altas concentracdes de metais pesados no ambiente, conforme de-
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monstram os trabalhos Rosa (2001) e Guelfi (2001). A exposi¢io dos mi-
crorganismos aos metais leva ao desenvolvimento da tolerdncia pela comu-
nidade microbiana do solo (Ellis, 2003).

As 4reas de margem e cultivo de eucalipto apresentaram as maio-
res contagens de bactérias, sem, no entanto, mostrar diferengas significati-
vas entre elas quanto ao niimero de bactérias (Tabela 2). Estas dreas apre-
sentavam uma boa cobertura vegetal, com uma razoivel camada de restos
vegetais em decomposi¢io, o que representa importante fonte de carbono
e energia para os microrganismos do solo.

A cobertura vegetal exerce forte influencia sobre o nimero de
microrganismos do solo (Silva Filho & Vidor, 1984). Quando o solo é pro-
tegido por vegetagio, aumenta a disponibilidade de nutrientes organicos,
diminuindo os efeitos de variagio de temperatura e umidade, tornando o
ambiente propicio para o desenvolvimento. O crescimento da vegetagio
promove a liberagio de exsudatos das raizes alterando a disponibilidade
dos metais para os microrganismos (Zilli, 2003).

Tabela 2. Populagio de bactérias e fungos do solo (UFC g-1 de solo seco) encontradas
nas 4reas de rejeito, margem, eucalipto, pinus 2 e pinus10 nas Minas do Camaqua,
Cacapava do Sul, RS, 2006.

Local Bactérias Fungos
Rejeito 190 b* 150 ¢
Margem 420 a 370 a
Eucalipto 510 a 250 b
Pinus com 2 anos 160 b 300 b
Pinus com 10 anos 250 b 100 ¢
CV% 27 40

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente pelo Teste de

Tuckey a 5% de probabilidade.

A maior populacio de fungos foi observada na drea de margem
(Tabela 2), seguida das 4reas de cultivo de eucalipto e pinus 2 anos, que nio
apresentaram diferencas significativas entre elas. Geralmente os solos com
pH mais préximos da neutralidade e com maior quantidade de matéria or-
ganica reduzem os efeitos téxicos dos metais pesados, tornando-os menos
disponiveis para os microrganismos (Banu ez al., 2006). O Zn, Co e Ni
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presentes na solucio do solo podem nio estar biodisponiveis, mas na for-
ma de quelatos com moléculas orginicas em formas quimicas nio disponi-
veis (Sanders et al., 1986). A irea de margem caracteriza-se pela presenga
de gramineas cobrindo o solo e estas por terem um sistema radicular denso
exercem maior efeito rizosférico, propiciando o desenvolvimento de fun-
gos no solo. Resultados semelhantes foram encontrados por Nuernberg et
al. (1984), onde a cobertura vegetal alterou o ntimero de fungos de UFC
do solo.

As dreas de rejeito e de Pinus com mais de 10 anos de cultivo
apresentaram as menores médias na contagem da populacio de fungos quan-
do comparadas com as outras dreas de coleta (Tabela 2). Os resultados
podem ser explicados pelos elevados teores de cobre no solo, baixos valo-
res de pH, matéria organica e pouca vegetagao de cobertura. Trabalhos com
crescimento micelial de alguns fungos fitopatogénicos mostraram que houve
drastica reducio da populagio total de fungos com adigio de cobre (Bettiol
& Trach, 2001). Assim, as quantidades de cobre disponiveis na solucio do
solo possivelmente atuam no desenvolvimento da populagio de fungos.
Nestas 4reas, a populagio de fungos pode ter sido alterada pela acio
oligodindmica do cobre. Essa a¢do pode acontecer quando substancias atu-
am em fungio das condigdes que o organismo vivo se encontre, podendo
inibir, estimular ou mesmo destruir os individuos (Borzani, 2000). A agio
oligodindmica do cobre é conhecida em fungos filamentosos Aspergillus e
Penicillinm com ocorréncia nas dreas em estudo (Tabela 3).

Tabela 3. Géneros de fungos do solo encontrados nas diferentes dreas de rejeito, margem,
eucalipto, pinus 2 e pinus 10 nas Minas do Camaqui, Cagapava do Sul, RS, 2006.

Area Aspergillus  Fusarium  Trichoderma  Penicillium Géneros nio

identificados
Rejeito X X X
Margem X X X X X
Eucalipto X X X X X
Pinus (2anos) X X
Pinus (10 anos) X X X X

Os fungos isolados da 4rea de margem pertencem aos géneros
Aspergillus, Fusarium, Trichoderma e Penicillium, além de alguns nio iden-
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tificados (Tabela 3). Neste trabalho, o género Penicillium sp. exibiu tole-
rincia A presenca do cobre do solo. Resultados semelhantes foram encon-
trados por Biath (1989) que encontrou fungos do género Penicillium como
espécie abundante em solos com alto teor de cobre.

Hai variagdes na tolerincia aos metais por parte dos microrganis-
mos. Trabalhos realizados por Williams et al. (1977) relatam a diminuic¢io
do ntmero de fungos do género Penicillium sp. em solos contaminados
por metais pesados, podendo em alguns casos ocorrer a auséncia deste gé-
nero quando ha presenca de grandes concentragdes do cobre. Géneros de
Fusarium, Trichoderma e Aspergillus também foram encontrados na drea de
margem. Estes fungos possivelmente apresentam adaptagdes fisioldgicas e
mudangas genéticas para tolerar a presenca do cobre no solo (Gaad, 2000).

O género Trichoderma exibe baixa tolerincia 2 adicio de sulfetos
de cobre no solo (Bettiol & Trach, 2001). Os resultados encontrados na
irea de cultivo de pinus com 2 anos de idade nio mostram a presenca de
Trichoderma. Ha variagdes entre os géneros de fungos quanto 2 tolerincia
adaptativa em relagio a quantidades elevadas de metais no solo, podendo
levar os individuos 2 morte (Banu ez al., 2006).

A populagio de fungos e bactérias foi maior na drea de margem e
menor na drea de rejeito, indicando que a concentragio de cobre associada
ao pH do solo, quantidade de matéria orginica e presenga de vegetagio
influenciaram quanti-qualitativamente na populacio de microrganismos solo
da drea das Minas do Camaqua.
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