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RESUMO - O estudo da nodulag¢do natural do feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) em solos contaminados
com metais € importante para identificar grupos de bactérias tolerantes que o nodulam para estudos futuros
visando a reabilitagao desses solos. Objetivou-se avaliar o efeito das proporgdes de residuo de sisal (Agave
sisalana) em solo de minera¢do de chumbo no desenvolvimento inicial e na nodulagéo natural do feijao-caupi.
Os tratamentos foram dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado sob arranjo fatorial
4 x 3 (quatro proporcdes de sisal e trés solos coletados em distintas distancias da antiga sede da Companhia
Brasileira de Chumbo — COBRAC, localizada em Santo Amaro, BA), com cinco repeti¢des. As variaveis analisadas
no florescimento da cultura foram: clorofila total (a + b), nimero de ndédulos, area foliar, massa seca da parte
aérea, massa seca da raiz e massa seca total. A nodulagao e as variaveis de crescimento das plantas variaram
de acordo com as proporg¢des do residuo de sisal. Na propor¢do média de 80:30 de solo:sisal houve o maximo
numero de nodulos nas plantas de feijdo-caupi cultivado em solos de mineracido de chumbo. A adi¢do do residuo
de sisal proporcionou o aumento no indice de clorofila e na massa seca total nas plantas de feijdo-caupi.

Palavras chave: fixagdo biologica de nitrogénio, residuo de Agave sisalana, Vigna unguiculata L, Walp.

GROWTH AND NATURAL NODULATION OF COWPEA IN LEAD MINING
SOIL COMPOSTED WITH SISAL RESIDUE

ABSTRACT - The study of the nodulation of Cowpea (Vigna unguiculata L. Walp) in soils contaminated with
metals is important to identify groups of bacteria tolerant that the nodulam for future studies aimed at rehabilitation
of these soils. This work aimed to evaluate the effect of proportion of residue of sisal (Agave sisalana) in
lead mining soil in the initial development and nodulation of Cowpea. The treatments were displayed in a
complete randomized factorial design of 4x3 (four proportions of sisal and three soils collected at different
distances from the former headquarters of the Brazilian Company of lead-COBRAC, located in Santo Amaro,
Bahia), with five repetitions. The variables analyzed in the flowering of culture were: chlorophyll total (a
+ b), number of nodules, leaf area, shoot dry matter, root dry matter and total dry matter. Nodulation and
plant growth variables varied according to the proportions of the sisal residue. The average proportion of
80:30 of soil:sisal have provided the maximum number of nodules in the Cowpea plants grown in lead mining
soil. The addition of the sisal residue have provided the increase in the index of total dry mass and chlorophyll
in plants of Cowpea.

Keywords:biological fixation of nitrogen, gunshot residue of Agave sisalana, Vigna unguiculata L, Walp.
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INTRODUCAO

O feijao-caupi € uma planta utilizada como planta-
isca para a captura de rizobios presentes no solo devido
a sua alta capacidade de nodulacao com diferentes
géneros de bactérias fixadoras do nitrogénio - N,
atmosférico (BNL) tais como Rhizobium (Jaramillo et
al., 2013), Mesorhizobium (Moreira, 2008), Microvirga
(Marinho et al., 2014), Bulkholderia (Moreira, 2008),
Brevibacillus (Costa et al., 2013), Sinorhizobium (Moreira,
2008), Acinetobacter (Marra et al., 2012), Azorhizobium
(Moreira, 2008), Ralstonia (Sarr et al., 2009) e
Allorhizobium (Moreira, 2008).

A fixagdo biologica de nitrogénio (FBN) é realizada
a partir da simbiose das espécies leguminosas com
bactérias fixadoras, que formam nddulos em suas raizes,
capazes de absorverem o nitrogénio da atmosfera
convertendo em amonia para posterior conversao em
aminoacidos para nutri¢ao vegetal.

A contaminac¢ao do solo por metais pesados pode
causar transformac¢des nas comunidades microbianas
do solo (Trannin et al., 2001). Desta forma, torna-se
relevante a utilizagdo de bactérias fixadoras como planta-
isca de BNL para avaliar a nodulagdo natural do feijao-
caupi em solos com altas concentragdes de metais a
fim de identificar possiveis grupos de bactérias tolerantes
que o nodulam para estudos futuros visando reabilitacdo
de solos contaminados em projetos de fitorremediacao.

Em solos contaminados com metais pesados, o
cultivo do feijao-caupi visa encontrar bactérias tolerantes
a esses metais, para posterior produgdo de inoculantes
para plantas utilizadas na reabilitagdo dessas areas.

Os metais sdo considerados uma das principais
fontes de polui¢des de ecossistemas naturais, podendo
estar presentes no solo naturalmente, resultante do
intemperismo ou em decorréncia das atividades
antropicas (Kede et al., 2008; Lima et al., 2013). Dentre
os metais pesados, o chumbo (Pb) ¢ amplamente utilizado
na industria metaltrgica, gerando rejeitos ricos no metal,
que se destinados de forma incorreta podem impactar
negativamente os ecossistemas. Este metal quando
presente nas camadas superficiais do solo pode estar
facilmente disponivel para as plantas (Magna et al.,
2013).

No municipio de Santo Amaro, Reconcavo da Bahia,
foi constatada alta concentragdao de Pb em parte da
populagdo, no solo e nos sedimentos do Rio Subaé,

devido as atividades metaliirgicas da Companhia Brasileira
de Chumbo (COBRAC), a qual instalou-se na cidade
na metade do século XX (Kede et al., 2008; Magna
etal.,2013).

Assungao (2012) constatou concentragdo de 3148,4
mg kg de Pb no solo nas proximidades da COBRAC.
Magna et al. (2013) constataram quantidades elevadas
de Pb e cadmio em varias espécies vegetais cultivadas
em quintais de moradores neste municipio.

Dentre as técnicas utilizadas para remediacao de
areas contaminadas com metais esta o uso de materiais
organicos. A matéria organica participa ativamente na
imobilizacdo dos metais principalmente pela presenga
dos grupamentos carboxilicos e fendlicos, sendo esse
comportamento capaz de gerar sitios de adsor¢ao, que
torna o metal indisponivel para as plantas através de
ligagdes i0nicas e, ou quelagdo (Martins et al., 2011).
Desta forma, o uso de material organico torna-se
importante como uma alternativa mitigadora da
remediacao de metais pesados no solo.

O residuo de sisal (Agave sisalana) pode ser utilizado
como fonte de matéria organica para compor substratos
de mudas. O sisal possui destaque socioecondmico
para a regido semidarida da Bahia, visto que o residuo
oriundo do processo de extracao das fibras das plantas
muitas vezes ¢ descartado de forma inadequada pelos
agricultores (Martin et al., 2009; Santos et al., 2010).
Pressupde que o feijao-caupi cultivado com solos de
minera¢do de chumbo acrescido de residuo de sisal possa
estabelecer nodulagdo com bactérias nativas do solo.

Diante do exposto, objetivou-se neste estudo avaliar
o efeito das proporg¢des de residuo de sisal (Agave
sisalana) em solo de mineragcdo de Pb no
desenvolvimento inicial e na nodulacgao natural do feijao-
caupi (Vigna unguiculata L.).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em viveiro, no Campus
de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas (CCAAB)
da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB),
no municipio de Cruz das Almas-BA. O municipio esta
geograficamente situado nas coordenadas: latitude
12°40° 19" S e longitude 39°06° 23" W. A regido possui
um clima do tipo Am timido a subumido, com temperatura
média de 24,1°C, precipitagdo média anual de 1.170 mm
e umidade relativa do ar de 80% (Almeida, 1999).
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Os tratamentos foram dispostos em delineamento
experimental inteiramente casualizado sob arranjo fatorial
4 x 3 (quatro proporgdes de sisal para trés solos coletados
em distintas distancia da sede da antiga Companhia
Brasileira de Chumbo), com cinco repeti¢des, totalizando
60 unidades experimentais. As quatro proporgdes do
residuo de sisal:solo (v/v, %) foram as seguintes: 0:100;
30:70;50:50 ¢ 70:30.

O solo utilizado como substrato para avaliagao
do desenvolvimento inicial do feijao-caupi foi coletado
no municipio de Santo Amaro (BA), em trés pontos
nas proximidades da antiga Companhia Brasileira de
Chumbo (COBRAC). Coletou-se o solo na profundidade
de 0,20 m, os pontos de coleta corresponderam a distancia
da fabrica de 50, 100 e 150 m. O solo da area original,
sem a intervenc¢ao da atividade de mineragao, ¢
caracterizado como Vertissolo, apresentando classe
textural entre argilosa e muito argilosa (Souza, 2014).

As amostras foram secas ao ar e em seguida passadas
em peneira de malha de 4 mm para compor os substratos.
Posteriormente foi realizada a analise quimica através
da metodologia descritaem EMBRAPA (1997), o resultado
encontra-se disposto na Tabela 1.

PEREIRA, D. S. et al.

O residuo de sisal, utilizado como substrato, foi
coletado na Regido Sisaleira da Bahia, no municipio
de Valente. Este residuo foi oriundo do processo de
extragao das fibras de sisal de um agricultor familiar
daregido. As sementes crioulas de feijao-caupi foram
cedidas por um agricultor familiar da regido do
Reconcavo da Bahia, estas foram semeadas em sacos
plasticos com capacidade para 1 kg. Utilizaram-se trés
sementes por saco ¢ o desbaste foi realizado aos dez
dias apds a emergéncia (DAE), deixando-se uma planta
por saco. Os sacos foram irrigados trés vezes por semana,
para manter a umidade do solo proxima a capacidade
de campo. As variaveis analisadas foram: clorofila total
(a+b) (CT), nimero de ndédulos (NN), area foliar (AF),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz
(MSR) e massa seca total (MST).

Aos 55 DAE, correspondente ao estagio fenoldgico
da floragdo, realizou-se a leitura de clorofila a e b no
tergo mediano em trés folhas por planta, por soma obteve-
se a clorofila total, utilizou-se um medidor eletrénico
Falker modelo CFL1030. Em seguida as plantas foram
coletadas e as raizes separadas da parte aérea na base
do caule. As raizes foram lavadas em agua corrente
¢ os nodulos foram destacados e contados. Foi realizada

Tabela 1 - Caracterizagdo quimica dos solos coletados na antiga sede da Companhia Brasileira de Chumbo

(COBRAC)

Atributos quimicos Solo 50 m Solo 100 m Solo 150 m
pH (H,0) 5,0 5.3 7,0
Ca’" (cmol_ dm™) 21,90 23,80 35,60
Mg** (cmol  dm™) 8,40 10,50 3,90
K (mg dm™) 150,00 178,00 56,00
P (mg dm™) 11,05 3,21 3,84
P-rem (mg L") 14,60 5,63 18,88
AP" (cmol_ dm™) 0,20 0,40 0,00
H+AIl (cmol dm™) 4,99 4,37 0,76
T (cmol, dm™) 35,67 39,13 40,40
t (cmol_ dm™) 30,88 35,16 39,64
S (mg dm™) 26,57 43,65 22,46
Cu?" (mg dm™) 11,15 5,62 0,88
Mn?" (mg dm™) 115,15 321,84 46,29
Zn* (mg dm™) 110,14 73,33 34,89
Fe?" (mg dm™) 188,72 88,55 4,07
B (mg dm™) 0,13 0,15 0,10
Pb (mg dm™) 176,55 5,90 3,54
Cd (mg dm?) 14,74 0,02 0,81
V (%) 86,02 88,82 98,13
SB (cmol dm™) 30,68 34,76 39,64
m (%) 0,65 1,14 0,00
MO (dag kg™) 3,99 3,14 1,07
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a analise de area foliar com a utiliza¢cao de medidor
portatil de area foliar ADC modelo AM-300. A parte
area e as raizes foram secas em estufa a 65°C por 72
horas, posteriormente pesadas em balanga analitica
e a MST foi obtida pela soma da MSPA e da MSR.

Os resultados foram submetidos a analise de
variancia e quando significativos utilizou-se o teste
de Tukey 5% para os solos (tratamentos qualitativos)
e de regressao polinomial para as proporc¢des de sisal
(tratamentos quantitativos). O programa estatistico
utilizado foi o SISVAR 5.4 (Ferreira, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve interagao entre o solo e as proporgdes
de residuo de sisal para as variaveis: nimero de nédulos
(NN), area foliar (AF), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST).
Houve efeito significativo da interacao entre os solos
e as proporc¢des de residuo de sisal para a variavel
clorofila total (CT) (Tabela 2).

As plantas nodularam em todos os tratamentos,
independente dos teores de Pb e demais metais.
Verificaram-se efeitos individuais dos solos e do residuo
de sisal para o NN. As plantas cultivadas no solo coletado
a 150 m da COBRAC apresentaram média de 4,9 nodulos
plantas™!, superior aos demais (P<0,05) (Tabela 3).

O méaximo NN foi de 5 nddulos planta™ na propor¢ao
média de 80:20 de solo:sisal (Figura 1A). Paraa CT
houve efeito quadratico das doses de sisal, obtendo
maxima média (52,8 ¢ 49,7) nas proporg¢des estimadas
de 69:31 e 58:42 (solo:sisal), respectivamente para os

solo coletados a 50 ¢ 100 m (Figura 1B). Para o solo
coletado a 150 m ndo houve efeito significativo (P>0,05).

Os dados obtidos para o NN na presente pesquisa
confirmaram a capacidade que o feijao-caupi possui
de nodular com bactérias fixadoras do N, atmosférico
(Melloni et al., 2006; Chagas Junior et al., 2010; Medeiros
etal., 2009).

Alguns trabalhos foram importantes para o
conhecimento do nimero de nddulos de feijao-caupi
por planta em diferentes tipos de solo, regido e periodo
de avaliacao. Xavier et al. (2008), encontraram em
condi¢des de campo média 8 nodulos planta™! para o
tratamento testemunha sem inoculacao e sem adubagao
nitrogenada aos 36 dias ap6s a emergéncia no estado
do Piaui. Costa et al. (2011), encontraram 10,8 nddulos
planta’! em média no tratamento testemunha sem N
aos 45 dias ap6s a semeadura no estado do Piaui em
condic¢des de campo. Melo & Zilli (2009), encontraram
1,2 nédulos em média por plantas cultivadas em vaso
no tratamento sem N aos 55 dias apds a emergéncia
das plantas no estado de Roraima.

Diversos fatores podem afetar a simbiose entre
planta e bactéria interferindo na nodulagédo e nimero
de nédulos por planta, entre estes destacam-se a acidez
do solo (Macci6 et al., 2002) e a disponibilidade de
nutrientes (Ferreira et al., 2009). Evidencia-se que no
presente estudo as plantas de feijdo-caupi, ainda que
cultivadas em solos de minera¢cdo de chumbo e em
condi¢do de viveiro, obtiveram médias de nodulos
similares a encontradas em diferentes solos e regides,
conforme citado anteriormente. Contudo, Almeida et

Tabela 2 - Resumo da andlise de varidncia das médias dos parametros de avaliagdo do feijao-caupi (Vigna
unguiculata L. Walp.) cultivado em solos de mineragdo de chumbo adubados com residuo de sisal

(Agave sisalana)

Quadrados médios

Fonte de variagéo GL

NN CLT AF MSPA MSR MST
Solo 2 10,74™ 42,87m 597899015,02* 1,67 0,06 2,35
Proporgdo 3 18,12* 162,30™ 625217568,86™" 3,85 0,59 7,42""
Solo*Proporg¢ao 6 1,350 120,09™ 54645887,46™ 0,21 0,11 0,38
Erro 48 1,31 31,92 47311689,03 0,23 0,07 0,33
CV (%) 28,14 11,96 22,36 20,26 38,64 18,88
Média 4,1 47,2 30756,2 2,376 0,669 3,045

" indica significancia a 5% de probabilidade pelo teste F; ™ indica ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. GL - grau de
liberdade; CV - coeficiente de variagdo; NN - nimero de ndédulos; CT - clorofila total; AF - area foliar; MSPA - massa seca da parte aérea;

MSR - massa seca da raiz e MST - massa seca total.
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Tabela 3 - Nodulagéo, area foliar (AF) e fitomassa de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.)
cultivadas em solos de mineragdo de chumbo adubados com sisal residuo (Agave sisalana)

Tratamento* NN AF MSPA MSR MST
planta’! mm planta’! g planta’!

50 m 3,8b 26506 b 2,28 b 0,65 a 2,93 b

100 m 3,5b 28837 b 2,15 b 0,63 a 2,77 b

150 m 4,9 a 36924 a 2,70 a 0,73 a 3,43 a

Média 4,1 30756 2,38 0,67 3,04

C.V. (%) 28,1 22,3 20,26 38,6 18,9

Numero de nédulos (NN), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST). Médias seguidas pela
mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. *Solos coletados na profundidade de 0,20 m que
corresponderam a distancia da antiga Companhia Brasileira de Chumbo (COBRAC) de 50, 100 ¢ 150 m.

A
5 -+
[
_‘-‘ Ii 1
;;:'.
=
=3
4
=z
21 y=-0,00105" +0,0358x + 4,6507 R* = 0,96
] <4
0 t t i
0 30 50 70
Proporgdes (%, viv)
60 e
B
b
50+
L
v
240 v
=
=
o
&
230 1
& O 50m y--0,0056x¢ +0,3547x + 47,2007 R = 0,96
0 100my- y= -0,0055x2 +0,4650x + 39,9179 R = 0,79"
20T v 150my-m=47,01
10 4

0 30 50 70
Proporgdies (%, viv)

Figura 1 - (A) Numero de nodulos (NN) e (B) clorofila total
(CT) de plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata
L. Walp.) cultivadas em solos de mineragao de
chumbo adubados com residuo de sisal (Agave
sisalana). LEGENDA: #%650 m; #6100 m; v 150
m de distancia da sede da COBRAC.
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al. (2008) ao avaliarem o desenvolvimento do feijao-
de-porco na presenca de Pb, observaram que nenhuma
das plantas formaram n6dulos, até mesmo aquelas que
receberam inoculagdo com estirpes de rizébio.

A CT no tecido foliar tem relagdo direta com o
teor de nitrogénio, demonstrando o papel do N na
formacao da clorofila, conforme observado por Barbosa
Filho et al. (2008) em feijao comum e Silva et al. (2010)
em feijdo-caupi. Deste modo pode-se inferir que a clorofila
pode estimar a quantidade de N presente nas folhas
das plantas, ja que o N faz parte da molécula de clorofila,
€ quanto maior a presenga do mesmo, certamente maiores
sinteses de clorofila. Outros resultados foram encontrados
na literatura em outras plantas. Silva et al. (2013)
observaram que o aumento da concentragao de Pb
resultou numa queda significativa na CT em plantas
de girassol.

Para a AF houve efeito individual dos solos, sendo
que o coletado a 150 m da COBRAC obteve média
de 36924 mm planta‘!, sendo superior aos demais
(P<0,05) (Tabela 3). Em relagdo as proporgdes de
sisal utilizadas observou-se um comportamento
quadratico em que a maior AF da planta foi de 35354
mm planta! obtida na proporgdo estimada de 48:52
(solo:sisal) (Figura 2).

Efeito individual do tipo de solo foi verificado
na MSPA, as plantas cultivadas com o solo 150 m de
distancia da COBRAC apresentaram a maior média
(Tabela 3), diferindo dos demais solos (P<0,05). A resposta
para a propor¢ao de sisal foi quadratica, sendo a
proporg¢ao média de 53:47 (solo:sisal) a que contribuiu
para o ponto maximo de crescimento da planta que
foi de 2,76 g planta™ (Figura 3a).
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Para a MSR foi observado somente efeito individual
das proporgdes de sisal, apresentando um
comportamento quadratico, sendo que a propor¢ao
média de 56:44 (solo:sisal) que proporcionou o valor
maximo de biomassa de 0,84 g planta (Figura 3b). Os
solos utilizados como substrato nao diferiram entre
si pelo teste Tukey (P<0,05) (Tabela 3).

Nao foi observada necrose e deformidade aparente
nas raizes em fun¢ao do Pb em plantas de feijao-caupi
em nenhum dos tratamentos no presente estudo.
Resultados distintos foram encontrados por Almeida
et al. (2008), que ao avaliarem o desenvolvimento do
feijdo-de-porco (Canavalia ensiforms) na presenga
de Pb, as plantas apresentaram sintomas de fitotoxidade
nas raizes a partir da dose de 250 umol L' de Pb.
Entretanto nao houve prejuizos no desenvolvimento
da cultura, mostrando possuir potencial fitoextrator
para Pb. Silva et al. (2013), ao avaliarem o crescimento
inicial de girassol (Helianthus annuus) em ambiente
contaminado com Pb, observaram que a aplicagdo do
Pb a partir da dose 51,8 mg L' promoveu necrose nas
folhas, na medida em que aumentou a dose de Pb em
solucdo, aumentou o numero de folhas com presenca
de necrose.

A MST foi influenciada, individualmente, pelo
residuo de sisal e pelo tipo de solo (P<0,05) utilizado
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Figura 2 - Area foliar (AF) de plantas de feijao-caupi
(Vigna unguiculata L. Walp.) cultivadas
em solos de mineragao de chumbo adubados
com residuo de sisal (Agave sisalana).

para compor os substratos. As propor¢des do residuo
de sisal apresentaram um comportamento quadratico,
em que a propor¢ao maior produgdo de biomassa (3,59
g planta™') foi obtida na proporcao estimada de 54:46
(solo:sisal) (Figura 4). As plantas cultivadas com o
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Figura 3 - (A) Matéria seca da parte aérea (MSPA) e
(B) Matéria seca da raiz (MSR) de plantas
de feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.)
cultivadas em solos de minera¢ao de chumbo
adubados com residuo de sisal (Agave
sisalana).
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Figura 4 - Matéria seca total (MST) de plantas de feijao-
caupi (Vigna unguiculata L. Walp.)
cultivadas em solos de minera¢do de chumbo
adubados com residuo de sisal (Agave
sisalana).

solo 150 m apresentaram a maior média, diferindo dos
demais (Tabela 3).

Nas varaveis de crescimento MSPA e MST
observou-se que o solo coletado a 150 m de distancia
da COBRAC obteve maiores médias em relagdo aos
demais (Tabela 3). Isto ¢ justificado pelo fato deste
solo apresentar menores teores de metais pesados
(como Pb, Zn, Fe), conforme observado na Tabela
2. Segundo a resolugao n°® 420 de 2009 do Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA, 2009) os
valores de referéncia de chumbo no solo sdao de
180 mg kg! para solos agricolas, 300 mg kg para
solos residenciais ¢ 900 mg kg™! para solos
industriais. Observa-se que no solo coletado a
50 m de distancia da COBRAC o valor de Pb
encontra-se muito elevando, préximo ao do valor
limite estabelecido pelo CONAMA (2009). Além
do Pb, outros metais pesados encontram-se em
altas concentra¢cdes como o Cu, Mn, Zn e Fe (Tabela
2), conforme ja relatado na literatura (Assuncao,
2012; Magna et al., 2013).

Sabendo-se do potencial do feijao-caupi como
planta-isca para captura de BNL nativas do solo,
diante dos resultados encontrados sdo importantes
futuros estudos para caracterizagao e isolamento
de bactérias tolerantes a metais pesados no solo
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de minera¢do da antiga Companhia Brasileira de
Chumbo (COBRAC). Assim, essas bactérias podem
ser utilizadas para fabricacdo de inoculantes para
culturas de leguminosas com potencial fitorremediador,
constituindo-se uma alternativa mitigadora das altas
concentracdes de metais no solo na cidade de Santo
Amaro, Bahia.

CONCLUSOES

A proporg¢ao média de 80:20 de solo:sisal no substrato
proporcionou o maximo niumero de nédulos em plantas
de feijao-caupi cultivado em solos de mineragdo de
chumbo.

A adigao do residuo de sisal proporcionou o aumento
no indice de clorofila e na massa seca total em plantas
de feijao-caupi cultivado em solos de mineragao de
chumbo.
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