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RESUMO

A contaminagdo por metais pesados como cadmio, cobre, chumbo e
zinco no solo, provenientes de atividades de mineragdo, causa sérias
consequéncias ambientais ¢ impactos a saude publica devido a sua toxicidade e
capacidade de acumulag@o. Assim, a recuperagdo de areas degradadas pela
atividade de mineragdo deve ser eficaz e realizada visando acelerar a sucessdo
natural. Com este propdsito, a revegetacdo tem sido a principal pratica para
recompor ¢ proteger o solo, evitar a poluigcdo das aguas e promover o retorno da
biota edafica. Para garantir o sucesso da recuperacdo de areas degradadas, ¢
necessario selecionar espécies vegetais tolerantes a metais pesados e capazes de
produzirem grande quantidade de matéria orgadnica. Neste contexto, a
revegetagdo com leguminosas associadas a bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico (N,), tem-se mostrado uma técnica viavel para recuperagdo destes
solos. Tais associagcdes favorecem o estabelecimento da cobertura vegetal,
funcionando como catalisadoras de importantes fung¢des ecologicas. Dentre as
bactérias capazes de fixar nitrogénio em associagdo com leguminosas, uma com
destaque ¢é a espécie Cupriavidus necator, que além de nodular eficientemente
algumas espécies hospedeiras, possui uma elevada habilidade de tolerar Pb, Cd,
Zn e Cu. No entanto, sdo poucos os trabalhos sobre fixacdo bioldgica de
nitrogénio entre esta bactéria e espécies de leguminosas e assim, novos estudos

sobre essa interagdo podem ser Uteis para recuperacao de areas degradadas.



Palavras-Chave: = Fixacdo  biolégica de  nitrogénio, contaminagdo,
biorremediacao, B-proteobactéria



ABSTRACT

Contamination by heavy metals such as cadmium, copper, lead and zinc in the
soil from mining activities, causes serious environmental consequences and
public health impacts due to its toxicity and accumulation potential. Thus, the
recovery of degraded areas by mining activities should be carried out effectively
to accelerate the natural succession. For this purpose, the revegetation has been
the main practice to restore and protect the soil, prevent water pollution and
promote the reoccurrence of edaphic biota. To ensure the success of
recuperation, it is necessary to select plant species tolerant to heavy metals and
capable of producing large amounts of organic matter. In this context, the
revegetation of legumes associated with nitrogen fixing bacteria, has proved to
be a viable technique for recovery of these soils. Such associations improve the
establishment of vegetation, acting as catalysts for important ecological
functions. Among the bacteria capable of fixing nitrogen in association with
legumes, the species Cupriavidus necator seems to nodulate efficiently some
host species showing the ability to tolerate high heavy metal contents. However,
there are few studies on biological nitrogen fixation between this bacterial
species and legumes and in this way, new studies about this interactions could

be usefull in the recuperation of degraded areas.

Keywords: Biological nitrogen fixation, contamination, bioremediation, -

proteobacteria
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A maioria dos metais pesados € encontrada naturalmente na crosta
terrestre em concentracdes suficientes para a nutricdo dos sistemas vivos € sem
causar toxidade aos mesmos. No entanto, desde a revolugdo industrial a poluicao
por metais pesados tem aumentado substancialmente devido ao aumento
crescente das atividades mineradoras, descarte de efluentes industriais, uso de
pesticidas e fertilizantes, utilizacdo de combustiveis fosseis, entre outras.

Uma vez que os metais pesados ndo podem ser degradados, estes se
acumulam no ambiente e na cadeia alimentar, acarretando em consequente
acumulo nas plantas, animais e humanos (MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001).
Os metais pesados t€m agdo bloqueadora sobre grupos quimicos funcionais,
modificando as conformagdes ativas das moléculas biologicas resultando muitas
vezes em mutagéneses e carcinogéneses (HASSEN et al., 1998).

Devido ao problema natural e antropogénico decorrente do actimulo
destes elementos no ambiente, o desenvolvimento de técnicas de remediagdo de
solos, sedimentos e Aaguas contaminadas tem recebido grande atengdo nos
ultimos anos. A utilizagdo de tecnologias bioldgicas, como o emprego de
microrganismos, oferece uma alternativa eficiente e de baixo custo para a
remocdo destes poluentes.

Além dos microrganismos, diferentes espécies de plantas também tém
sido utilizadas na remediacdo de solos contaminados, com destaque especial
para as leguminosas que, por fixarem nitrogénio atmosférico em simbiose com

rizobios, dispensam a adubagdo nitrogenada, sendo capazes de se adaptar a solos
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pobres em nitrogénio organico ou mineral, contribuindo com o nitrogénio fixado
para o estabelecimento de outras espécies consorciadas ou em sucessao.

Dentre as bactérias capazes de fixar nitrogénio em associacdo com
leguminosas, foi recentemente descrita uma nova espécie, denominada de
Cupriavidus necator, isoladas de solo rizosférico da leguminosa Sesbania
virgata, utilizando Phaseolus vulgaris e Leucaena leucocephala como plantas
iscas de bactérias que nodulam leguminosas (FLORENTINO et al., 2009; SILVA
2010). No entanto, estudos com o enfoque nesta bactéria e espécies de
leguminosas tolerantes a metais pesados nao sdo ainda conhecidos nas condigdes
brasileiras, onde a contaminagdo do solo e a existéncia de areas degradadas pelo
excesso de metais sdo cada vez maiores. Portanto, o conhecimento do
comportamento de espécies arboreas e herbaceas com potencial para
revegetacdo dessas areas associadas com esta espécie bacteriana capaz de tolerar
altas concentracdes de metais pesados se reveste de grande importancia

ecoldgica e econdmica.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Poluicao do solo por metais pesados

Na exploragdo dos recursos naturais ndo renovaveis, os metais pesados
apresentam-se como uma das bases para o desenvolvimento tecnologico e
industrial de nossa sociedade, sendo utilizados como matéria-prima em diversas
industrias de bens de consumo e de insumos agricolas.

Todavia, a contaminag¢do do solo ¢ da 4agua decorrente do excesso de
metais pesados ¢ cada vez mais frequente e preocupante por causa do seu
impacto negativo no ecossistema (MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001). Essas

contaminagdes provém de diferentes fontes antropogénicas, como efluentes
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industriais, fertilizantes e pesticidas agricolas, agua de irrigagdo contaminada,
combustdo de carvdo mineral, incineracdo de residuos urbanos e industriais,
mineracdo, fundicdo e refinamento (GUILHERME et al., 2005).

Alguns destes metais pesados s@o considerados micronutrientes
essenciais por serem necessarios em pequenas quantidades para o metabolismo
celular normal. No entanto, outros parecem nao ter fungdo bioldgica relevante
tais como Cd, Pb e Hg.

Além dos impactos no funcionamento e biodiversidade do ecossistema,
a contaminacao do solo por metais pesados € uma séria ameaga a sade humana.
Ao contrario de poluentes organicos, estes ndo sdo biodegradaveis e tendem a se
acumular nos organismos vivos através da cadeia alimentar, poluindo o meio
ambiente e trazendo sérios problemas para o ser humano. Estes elementos
exercem agdes inibitorias, bloqueando a atividade de grupos funcionais e
modificando as conformagdes ativas das moléculas biologicas (HASSEN et al.,
1998), podendo resultar em toxicidade aguda ou crénica, bem como mutagénese
ou carcinogénese. Entre os diferentes metais pesados, As, Pb, Hg, Cd, Cu, Ni e
Zn sdo considerados os mais perigosos (CAMERON, 1992).

Em areas de exploracdo de minerais metalicos, o processamento destes
gera uma grande quantidade de rejeitos que podem ser fontes de contaminagéo
ambiental decorrente da presenca de metais pesados. A atividade mineradora,
quando comparada a outras fontes de degradacdo do ambiente, como a
agricultura e a pecuaria, afeta diretamente apenas pequenas areas, entretanto, 0s
elementos solubilizados destes rejeitos, se atingirem os cursos d’agua, podem
impactar negativamente areas localizadas a centenas de quilometros da
mineracdo (SALOMONS, 1995).

Em areas proximas a atividade de mineragdo, podem ser encontradas
concentracdes elevadas de metais pesados na cadeia tréfica, devido a entrada

desses elementos em solos agricolas, cursos d’agua e alimentos produzidos
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proximo a estas areas, colocando em risco a populagdo localizada proéximo aos
empreendimentos de mineragdo (PRIETO, 1998; JUNG, 2001).

Devido a acdo negativa dos metais pesados na saide humana e nos
demais seres vivos, o desenvolvimento de tecnologias para remediar solos
contaminados tem recebido grande destaque nos tltimos anos (NASCIMENTO;
ACCIOLY; BIONDI, 2009). A restauragdo da vegetagdo em locais com
acumulo de metais pesados pode ser facilitada pela utilizagdo de agentes
imobilizantes, ou amenizantes que reduzem a disponibilidade destes metais
toxicos (RIBEIRO-FILLHO et al., 2011), representando uma tratamento
quimico de grande importancia para a recuperagao destas areas de mineragao.

A aplicacdo de calcario é considerada a técnica mais antiga e mais
utilizada para imobilizar metais no solo, mas seu efeito tem uma baixa
longevidade e esta técnica precisa ser repetida com o uso de altas taxas de
aplicacdo para permanecer efetiva (RIBEIRO-FILLHO et al., 2011). Silicatos de
calcio e magnésio também podem ser compostos efetivos na redugdo da
fitotoxidade de metais no solo, uma vez que o silicio ¢ mediador de efeitos na
nutri¢do de plantas e na tolerancia a metais (ACCIOLY; SOARES; SIQUEIRA,
2009; CHEN et al., 2000; CHENG; HSEU, 2002; MA, 2004; RIBEIRO FILHO
et al., 2011; SHI et al., 2005). Assim, a utilizacdo de tratamentos quimicos ou
fisicos combinados com tecnologias alternativas baseadas em processos

bioldgicos, t€ém sido desenvolvidas para remediacdo de ambientes contaminados.



14

2.2 Biorremediacao

2.2.1 Biorremediacdo microbiana

A aplica¢do de processos biotecnoldgicos envolvendo microrganismos
com o objetivo de solucionar ou minimizar problemas de poluicdo ambiental
com metais pesados, tem se tornado crescente. A grande diversidade de
microrganismos contribui para o aumento da eficiéncia desses processos,
modificando a mobilidade destes metais para aumentar sua remog¢do ou
diminuindo sua toxidade.

A biorremediacdo se constitui, portanto, em uma alternativa atrativa
para a remogao destes poluentes ambientais, sendo um método mais barato, que
pode resultar na destoxificagdo do ambiente sem efeitos nocivos para a flora e
fauna local podendo ser utilizada ainda, in situ, em ambientes com baixas
concentracdes, porém toxicamente relevantes, destes metais.

Muitos microrganismos, incluindo bactérias, algas, fungos e leveduras,
possuem a habilidade de remover metais pesados do meio ambiente. A
capacidade de biossor¢do, assim como os mecanismos de acumulacdo, podem
variar amplamente de acordo com a espécie microbiana, ou até mesmo entre
diferentes isolados da mesma espécie. Tanto as células, como os produtos
excretados, parede e membrana celular e polissacarideos sdo bioacumuladores
eficientes para as formas soluveis de metais pesados (COMTE; GUIBAUD;
BAUDU, 2008; DIAZ-MARRERO et al., 2004; FOSTER; MOY; ROGERS,
2000; KAZY et al., 2002; LEDIN; KRANTZ-ROLCKER; ALLARD, 1996;
LOVLEY et al., 1993; NIU et al., 1993; SILVER; PHUNG, 1996).

Varios sdo os mecanismos pelos quais 0s microrganismos interagem
com os metais pesados. A acumulagdo por mecanismos independentes do

metabolismo celular se da através de interacdes fisico-quimicas entre o metal e
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constituintes da parede celular, de exopolissacarideos e outros compostos
associados a face externa da membrana celular. A independéncia do
metabolismo ocorre pelo fato de ndo ser necessario o gasto energético por parte
da célula microbiana, para que haja captacdo dos ions metalicos. A remog¢ao
neste caso pode ocorrer tanto em células vivas quanto em células mortas
(GADD, 1992).

O transporte de ions de metais pesados através da membrana celular e
sua acumulagdo intracelular s3o dependentes do metabolismo, ocorrendo
somente em células vivas, capazes de gerar energia. A remog¢do de ions
metalicos por este tipo de mecanismo € usualmente mais lento que o mecanismo
de adsorcdo fisico-quimico. Em contrapartida, maiores quantidades de metal
podem ser acumuladas (GADD, 1992).

As bactérias, por serem capazes de habitar os mais diversos nichos
ecoldgicos, incluindo aqueles contendo altas concentragdoes de metais pesados,
tém desenvolvido diferentes sistemas de resisténcia a uma ampla variedade
destes metais (GADD; WHITE, 1993). O sequestro extracelular de metais
pesados foi observado em Cupriavidus metallidurans CH34, quando os cations
metalicos Zn e Cd sd@o complexados por carbonatos, bicarbonatos e hidroxidos.
Exopolissacarideos (EPS) e proteinas de membrana externa também parecem
estar envolvidos com a imobilizagdo destes elementos (Collard et al., 1994). O
acimulo do excesso de Cu no espaco periplasmatico foi documentado para
estirpes de Escherichia coli capazes de sobreviver em ambientes contaminados
com este metal (RENSING; GRASS, 2003).

Varias bactérias sdo capazes ainda, de obter energia através da redugdo
de diferentes metais pesados. Entre as mais estudadas estdo as redutoras de Fe e
Mn, incluindo as espécies Geobacter metallidurences (LOVLEY et al, 1993),
Geovibrio ferrireducens (CACCAVO JUNIOR et al., 1996), Geotrix fermentans

(COATES et al., 1999), Ferrobacter limineticum, Sulfurospirillum arnesii
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(OREMLAND et al., 1994), sendo capazes de remediar solos e aguas
contaminadas. A reducdo de Cr altamente toxico e movel para formas menos
toxicas pode ser realizada por estirpes de bactérias das espécies E. coli,
Pseudomonas sp., Aeromonas sp., Bacillus sp e Streptomyces sp. (WANG et al.,
2000). Sulfurospirillum arsenophilium (STOLZ et al., 1999) e Chrysiogenesis
arsenatis (MACY et al., 1996) sdo capazes de reduzir As como mecanismo de
resisténcia.

Algumas bactérias também possuem componentes intracelulares
envolvidos na captacdo de metais pesados, como as proteinas metalotioneinas,
capazes de se ligar e sequestrar diferentes metais, protegendo as células contra a
acgdo toxica destes elementos (CAVET; BORRELLY; ROBINSON, 2003). Estas
proteinas ja foram bem caracterizadas em Pseudomonas putida, estando
relacionadas ao sequestro de Cd (TREVOS; STRATTON; GADD, 1986) e nas
cianobactérias Synechococcus e Oscillatoria brevis, conferindo resisténcia a Zn
e Cd (BLINDAUER et al., 2001; LIU et al., 2003).

Uma vez que as tecnologias baseadas na biorremediagdo estdo
geralmente ligadas com a capacidade genética e bioquimica dos microrganismos
em interagirem e sobreviverem aos efeitos toxicos dos metais, e considerando
que apenas 12% das espécies de bactérias foram estudadas (BULL;
GOODFELLOW; SLATER, 1992), estudos relacionados com a capacidade de
remediacdo por estes microrganismos oferecem ainda, um grande potencial a ser

explorado.

2.2.2 Fitorremediacao

Na busca de alternativas para remediagdo de areas contaminadas por

metais pesados, cresce também o interesse pela utilizagdo da fitorremediagdo,
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técnica caracterizada por sua eficiéncia na descontaminagdo, simplicidade em
sua execucdo e baixo custo (NASCIMENTO; ACCIOLY; BIONDI, 2009).

A fitorremediagdo é uma estratégia que envolve o emprego de plantas,
com o fim de controlar ou reduzir a presenga dos contaminantes no meio. A
fitorremediacao envolve diversos métodos, entre eles a fitoestabilizagdo ¢ a
fitoextragdo (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000).

Fitoestabilizacdo ¢ o emprego de plantas com a finalidade de imobilizar
0s contaminantes no solo, impedindo a migracdo destes para outras areas pela
a¢do do vento, lixiviacdo e erosao hidrica evitando assim maiores contaminagoes
(CUNNINGHAM et al., 1996). A presenca de plantas em areas contaminadas
diminui o processo de lixiviagdo, evitando a migra¢do do lixiviado para aguas
subterraneas ou corpos receptores.

A fitoextragdo envolve a absor¢cdo dos contaminantes pelas raizes, os
quais sdo transportados e acumulados na parte aérea. Esta técnica utiliza plantas
chamadas hiperacumuladoras, que tem a capacidade de armazenar altas
concentracdes de metais especificos (0,1% a 1% do peso seco, dependendo do
metal). As espécies de Brassica juncea, Aeolanthus biformifolius, Alyssum
bertolonii e Thlaspi caerulescens sao exemplos de plantas acumuladoras de Pb,
Cu, Co, Ni e Zn, respectivamente (McGRATH, 1998).

Esta capacidade de diferentes espécies em tolerar altas concentragdes de
metais pesados parece estar relacionada principalmente com o acimulo destes
metais em diferentes partes do tecido vegetal. Em algumas espécies como
Machaerium nictidans, Myroxylon peruiferum, Piptadenia gonoacantha, Senna
macranthera e Trema micrantha, que tiveram o crescimento muito inibido pela
contaminacdo, houve elevada translocacdo de Zn e Cd para parte aérea.
Dendropanax cuneatum, que foi pouco afetada pelos metais, também apresentou
indice elevado de translocagdo de Zn e Cd, mas reteve esses elementos no caule.

Acacia mangium, Copaifera langsdorffi ¢ Cedrella fissilis também apresentaram
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baixa sensibilidade a contamina¢do e elevado acimulo de Zn ¢ Cd nas raizes,
indicando que a baixa translocagdo desses elementos para a parte aérea esta
envolvida na tolerancia dessas espécies ao excesso de metais pesados no solo
(SOARES et al., 2001).

O conhecimento do comportamento de espécies herbaceas com potencial
para fitorremediacdo dessas areas se reveste, portanto, de grande importancia
econdmica e ecologica (CARNEIRO; SIQUEIRA; MOREIRA, 2002).

Por apresentar um custo relativamente baixo, esta técnica se torna viavel
para a descontaminagdo de solos poluidos por metais pesados, principalmente
em paises em desenvolvimento como o Brasil. Entretanto, sdo poucos os estudos
com esse enfoque para as condi¢des brasileiras, mesmo sendo a contaminagao
do solo e a existéncia de areas degradadas pelo excesso de metais, cada vez mais

crescente no pais.

2.3 Leguminosas em solos degradados

Com o passar dos anos, extensas areas no Brasil vém sendo degradadas
por atividades antrépicas. Essas agdes vém ocasionando o desmatamento, a
perda da fertilidade do solo, perda da diversidade bioldgica, diminuigdo da
retengdo de agua no solo ¢ a queda de produtividade do sistema (WIEGLEB;
FELINKS, 2001).

A utilizagdo de leguminosas arbdreas ou arbustivas na recuperacdo de
solos degradados e na melhoria daqueles de baixa fertilidade natural tem sido
uma pratica bastante usual nas regides tropicais. A familia Leguminosae ¢ uma
das maiores familias botanicas, com aproximadamente 19.700 espécies (LEWIS
et al.,, 2005), as quais sd3o, em sua maior parte, arvores tropicais. Muitas

leguminosas conhecidas sdo capazes de formar nédulos com bactérias fixadoras
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de nitrogénio e t€m potencial para uso na reabilitacdo da sustentabilidade dos
solos (FARIA, 1995).

Além de fixar grandes quantidades de N e contribuir com aporte elevado
de biomassa ao solo, estas espécies podem contribuir para a ciclagem de
nutrientes de modo efetivo, uma vez que a qualidade do material aportado ¢
geralmente superior aquela oriunda de espécies ndo leguminosas.

A grande importincia das leguminosas se deve, pois ao fato dessas
espécies serem capazes de crescer, incorporar, reciclar o carbono (C), o
nitrogénio (N) e outros nutrientes, principalmente em solos exauridos,
favorecendo a posterior colonizagdo da area por outras espécies mais sensiveis
ou exigentes quanto as caracteristicas de solo (COSTA et al., 2004; SIQUEIRA;
SOARES; SILVA, 2008). Segundo estes mesmos autores, as leguminosas
possuem vantagens do ponto de vista econdmico e ambiental, pois permitem a
reducdo do uso de adubacdo nitrogenada e a menor aplicacdo de fertilizante,
além de minimizarem o risco de contaminagdo do ecossistema, principalmente
no uso excessivo de nitrogénio na adubagio.

Portanto, diferentes espécies de leguminosas com potencial para
utilizacdo nos programas de revegetacdo de areas degradadas, por fixarem
nitrogénio atmosférico em simbiose com rizobios, dispensando a adubagdo
nitrogenada, sdo capazes de se adaptar a solos pobres em nitrogé€nio organico ou
mineral contribuindo, com o nitrogénio fixado, para o estabelecimento de outras
espécies consorciados ou em sucessdo. Assim, tornam-se importantes os estudos
visando a selecdo de leguminosas e bactérias fixadoras de nitrogénio eficientes e

tolerantes a condigOes estressantes.
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2.4 Fixacao biologica em solos contaminados

A populagdo microbiana do solo exerce um papel fundamental para o
perfeito funcionamento do sistema solo-planta, especialmente nos ecossistemas
naturais em que a fertilidade do solo depende quase que exclusivamente dos
processos microbianos. No entanto, solos sob impacto de metais pesados podem
reduzir significativamente as atividades metabdlicas realizadas pelos
microrganismos, tornando ineficientes os processos essenciais do solo, como
degradacdo e ciclagem da matéria organica, ciclagem de nutrientes, respiragao e
as simbioses entre microrganismos e plantas.

Solos contaminados com altas concentragdes de metais pesados podem
inibir a fixacdo biologica de nitrogénio, afetando o processo infectivo e a
nodulagdo, atividade da nitrogenase e a producao de leghemoglobina (HASAN
et al.,, 2008; IBEKWE et al., 1995; MARTENSSON; WITTER, 1990;
TRANNIN et al., 2001).

O processo de formagdo de nodulos efetivos em solos contaminados ¢é
bastante afetado pela presenca de elevadas concentragdes de metais pesados
(SMITH; GILLER 1992). A avaliagdo da sobrevivéncia de rizobio a longo prazo
em ensaios de campo em solos tratados ha mais de 10 anos com lodo de esgoto
com concentragdes de 90 a 250 mg Zn kg™, apresentou um efeito deletério na
sobrevivéncia bacteriana, ndo podendo ser determinado o numero células por
grama de solo ou este numero sendo menor que 100 (CHAUDRI et al., 1993,
2000).

Plantas de trevo branco inoculadas com uma quantidade de 107 células
por grama de solo com a estirpe tipo de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
apresentaram nodulos efetivos em seu sistema radicular. Quando o mesmo solo
foi inoculado e incubado por um periodo de 2 meses antes do plantio do trevo

branco, houve apenas a formagao de nodulos inefetivos (GILLER; MCGRATH;
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HIRSCH, 1989). No entanto, na aplicagdo de taxas extremamente altas de
inéculo (10" células por grama de solo), a estirpe de Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii sobreviveu ap6s os 2 meses de incubagdo e formou nodulos efetivos.

Solos de diferentes regides da Europa, sob aplicagdo de lodo de esgoto
hd mais de 10 anos foram coletados e inoculados com a estirpe tipo de
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (10® células por grama de solo) e
incubados por até¢ 6 meses. Por meio da avaliagdo do nimero mais provavel,
pode-se observar que no solo ndo contaminado durante a incubagdo houve uma
diminui¢do de 1 a 2 unidades na escala logaritmica, enquanto que no solo com
altas concentracdes de Zn e Cd houve uma reducdo drastica no numero de
células durante o periodo de incubagfo variando de 5,8 a 7,4 unidades na escala
logaritmica (BROOS; BEYENS; SMOLDERS, 2005).

Chen et al. (2003a), estudando o efeito de teores crescentes de Cd sobre
o desenvolvimento de plantas de soja, verificaram redugdo drastica no ntimero
de nodulos, na atividade da nitrogenase, sendo que a auséncia da fixagdo
bioldgica de nitrogé€nio causou uma redugdo da aérea foliar € o amarelecimento
das plantas. Essa clorose foi causada devido um retardamento na biossintese de
clorofila pela presenc¢a do cadmio (SINGH; TEWARI, 2003).

Diferentes concentragdes de Cd (0, 50, 100, 150 pmol L), foram
avaliadas por Hasan et al., 2008, em plantas de grao de bico inoculadas com uma
estirpe de Rhizobium. Eles observaram que com aumento das concentra¢des de
Cd no meio houve, uma redug¢do da matéria seca da parte aérea, no nimero de
nodulos, na leghemoglobina, no teor de clorofila ¢ da atividade da nitrato
redutase (HASAN et al., 2008).

Apesar destes efeitos adversos causados por metais pesados, deve-se
ressaltar que algumas simbioses entre bactérias fixadoras de nitrogénio e
leguminosas apresentam uma alternativa promissora para programas de

revegetacdo de solos contaminados (VAZQUEZ et al., 2006) uma vez que as
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bactérias, quando tolerantes a metais, estimulam o crescimento da planta em
ambientes contaminados. Estudos relacionados com a tolerancia de rizobios a
metais pesados tém sido realizados para diferentes géneros (BROSS et al., 2004;
CARRASCO et al., 2005, MATSUDA; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002;
PURCHASE; MILES; YOUNG, 1997; TRANNIN et al., 2001), para aplicagao
direta em processos de biorremediacdo (SRIPRANG et al., 2002, 2003; VALLS
et al., 2000; WU et al., 2006).

Dentre as bactérias capazes de fixar nitrogénio em associagdo com
leguminosas, foi recentemente descrito uma espécie, denominada de
Cupriavidus taiwanensis (syn. Ralstonia taiwanensis), que além de nodular
eficientemente a espécie hospedeira Mimosa pudica (CHEN et al., 2001, 2003a,
2003b, 2003c¢), possui uma elevada habilidade de acumular Pb, Cd e Cu (CHEN
et al.,, 2008). Em trabalhos recentes também foi constatado que espécies de
Cupriavidus necator sao capazes de formar nodulos efetivos em leguminosas da
subfamilia Papilionoideac ¢ Mimosoideae (FLORENTINO et al.,2009; SILVA
2009). Foi verificado que as estirpes de Cupriavidus necator, foram capazes de
formar nddulos efetivos em Leucaena leucocephala, Phaseolus vulgaris,
Mimosa caesalpiniaefolia, Sesbania virgata, Vigna unguiculata e Macroptilium
atropurpureum (SILVA, 2009), e apresentam elevada capacidade de crescer em
meios de cultura contendo altas concentragdes de Zn, Cd, Cu e Pb (dados ndo
publicados).

Assim, torna-se necessario a realizagdo de estudos com plantas e solos
degradados por contaminacdo de metais pesados, dando destaque especial para
estirpes de Cupriavidus necator que toleram altas concentragdes de diferentes

metais.
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO 1: Tolerancia e acumulacio de Zn e Cd por estirpes de

Cupriavidus necator isoladas de solo nio contaminado.

Normas da Revista Journal of Hazardous Materials

RESUMO

Estudos t€m demonstrado a influéncia dos metais pesados sobre
microrganismos, afetando seu crescimento, morfologia e atividades bioquimicas.
Entre os microrganismos do solo, as bactérias pertencentes ao género
Cupriavidus tém recebido um elevado interesse cientifico, econdmico e
ecologico devido a sua capacidade de fixar nitrogénio e tolerar altas
concentragdes de metais. O objetivo deste trabalho foi estudar quatro estirpes de
Cupriavidus necator quanto a capacidade de resisténcia e absor¢do de cadmio e
zinco. Foi avaliada a tolerancia destas estirpes em diferentes concentracdes de
Zn/Cd, solugdo do solo extraida de um rejeito de mineragdo ¢ em solo
multicontaminado com Zn, Cd, Cu e Pb. As quatro estirpes avaliadas
apresentaram alta tolerncia a Zn e Cd, tanto em meio de cultivo com as
diferentes concentragdes, ou quando inoculadas em solucao de solo contaminado
ou no rejeito multi-contaminado. A estirpe UFLA 02-71 absorveu 93,76 pmol

g.célula’ de Zn e 16,03 pmol g.célula’ de Cd na concentragio total de 9140
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pumol L™ (9000 Zn + 140 Cd) e em solu¢do do solo absorveu 16,98 pmol
g.célula”’ de Cd. O aumento do pH do meio de cultivo pelas estirpes durante o
crescimento proporcionou a redugdo das espécies Zn>" e Cd*" e um aumento na
concentracdo das espécies ZnHPO, ¢ CdHPO, em solucdo. Estas estirpes
apresentam um grande potencial para a utilizagdo na recuperacdo de areas
contaminadas por metais pesados e novos estudos devem ser realizados para
investigar quais mecanismos estdo envolvidos na tolerancia dessas estirpes.

Termos para indexac¢fdo: Biorremediagao, fixacdo bioldgica de nitrogénio, -

proteobactéria, poluicao.
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ABSTRACT

Studies have shown the influence of heavy metals on microorganisms, affecting
their growth, morphology and biochemical activities. Among soil
microorganisms, the bacteria belonging to the genus Cupriavidus have received
a high scientific, economic and ecological importace because of its ability to fix
nitrogen and tolerate high concentrations of metals. The aim of this work was to
study four strains of Cupriavidus necator on the resistence and absorption of
cadmium and zinc. We evaluated the tolerance of these strains in different
concentrations of Zn / Cd, soil solution extracted from a mining waste and
multicontaminated soil with Zn, Cd, Cu and Pb The four strains tested showed
high tolerance to Zn and Cd, in culture medium with different concentrations of
these metals, when inoculated into contaminated soil or in multi-contaminated
waste solution. The strain UFLA(02-71 absorbed the greatest amounts of Zn and
Cd in the concentration of 9140 mol L-1 (9000 + 140 Zn Cd) and in soil
solution. The increasing of pH in the medium by the strains during their growth
reduced the species Zn>" and Cd*" and increased the concentration of the species
ZnHPO, CdHPO;, in the solution. These strains present a great potential for use
in the recuperation of contaminated areas with heavy metals and further studies
should be performed to investigate which mechanisms are involved in the

tolerance of these strains.
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pollution.

INTRODUCAO

A contaminagdo do solo por metais pesados em areas de mineragdao ¢ um
sério problema que implica em consequéncias para a saude humana ¢ o meio
ambiente. As atividades de mineragdo geram rejeitos e efluentes com
concentragdes extremamente elevadas de metais pesados (Zn, Pb, Cd, Cu) ou
metaloides (As) que podem ter efeitos adversos sobre o crescimento das plantas,
bem como sobre a densidade, diversidade e atividade da comunidade de
microrganismos do solo (Trannin et al., 2001; Wiegleb & Felinks, 2001; Renella
et al., 2005).

Véarios microrganismos tém a capacidade de colonizar ambientes
contaminados com metais pesados devido & ampla gama de mecanismos ¢ de
interagdes que asseguram a possibilidade de adaptacdo a esses ambientes
(Bremer & Geasey, 1993). De modo geral, os principais mecanismos de
tolerancia dos microrganismos sdo conferidos por efluxo ativo de metais para
fora da membrana, plasmidios de resisténcia, absor¢ao e adsor¢ao, metilagdo do
DNA ¢ biotransformag¢do de metal diretamente por enzimas especificas ou

indiretamente por metabdlitos celulares (Gadd, 2004).
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Dentre esses microrganismos capazes de colonizar ambientes
contaminados, bactérias fixadoras de nitrogénio que formam simbiose com
leguminosas apresentam também a capacidade de se desenvolver nesses solos
(Vazquez et al., 2006). Além disso, estas bactérias, quando tolerantes a metais,
estimulam o crescimento da planta nestes ambientes contaminados. Estudos
relacionados com a tolerancia de rizobios a metais pesados tém sido realizados
para diferentes géneros (Trannin et al., 2001; Matsuda et al., 2002; Bross et al.,
2004; Carrasco et al., 2005; Chaudri et al., 2008), para aplicacdo direta em
processos de biorremediacdo (Valls et al., 2000; Sriprang et al., 2002, 2003; Wu
et al., 2006).

Dentre as bactérias capazes de fixar nitrogénio em associagdo com
leguminosas, uma com destaque é a nova espécie de Cupriavidus taiwanensis
(syn. Ralstonia taiwanensis), que além de nodular eficientemente a espécie
hospedeira Mimosa pudica (Chen et al.,2001; 2003a; 2003b), possui uma
elevada habilidade de acumular Pb, Cd e Cu (Chen et al., 2008). Outras espécies
do género, apesar de ndo fixarem nitrogénio, como Cupriavidus metallidurans
(syn. Alcaligens eutrophus, Ralstonia eutropha ou Ralstonia metallidurans),
isolada de sedimentos de uma bacia de decantacdo de uma fabrica de zinco,
também despertam um grande interesse biotecnoldgico. Essas espécies sdo bem
conhecidas, pela elevada resisténcia que possuem em relagdo a Zn, Cd, Co, Ni,

Cu, Cr, Hg e Pb (Mergeay et al., 1985; Taghavi et al., 1997; Goris et al., 2001;
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Mergeay et al., 2003), além da capacidade de biodegradacdo de compostos
recalcitrantes e xenobidticos (Louie et al.,, 2002; Trefault et al., 2004). E
importante mencionar que a estirpe de C. taiwanensis, diferentemente da estirpe
de C.metallidurans, foi isolada de nodulos de Mimosa sp. de ambientes ndo
contaminados de Taiwan (Chen et al., 2008), sugerindo que ndo existe influéncia
dos locais de origem nas concentragdes de metais toleradas por este género. No
entanto, sdo poucos os trabalhos sobre fixacdo biologica de nitrogé€nio entre
leguminosas e espécies de Cupriavidus em areas contaminadas com metais
pesados, ¢ estes ainda, relatam dados obtidos em areas temperadas.

Devido a aplicagdo potencial que este gé€nero apresenta na biossor¢ao de
metais pesados e possivel capacidade de nodular leguminosas, objetivou-se neste
trabalho estudar em detalhes a capacidade de resisténcia e absor¢ao de cadmio e
zinco por estirpes de Cupriavidus necator e sua futura utilizagdo em combinacdo

com leguminosas na recuperagao de areas degradadas por mineragdo.

MATERIAL E METODOS

2.1 Determinacao de metais pesados em amostras de solo.
Para a determinagdo de metais pesados, amostras de um solo multi-
contaminado por Zn, Cd, Cu e Pb, classificado como Latossolo Vermelho

Amarelo distrofico plintico (LVAd), foram coletadas, em area industrial da
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Votorantim Metais-VM, no municipio de Trés Marias (MG). Em seguida, foi
realizada a extracdo da solug@o do solo para determinagdo das concentragdes dos
ions que se encontram disponiveis. Para isso, foi feito um extrato de saturagao
de acordo com a metodologia estabelecida por Raij et al. (2001), sendo
utilizadas trés repeticdes, sendo as concentragdes dos elementos determinados
por espectrofotometria de absor¢do atomica, usando equipamento Perkin Elmer

AAnalyst 800°.

2.2. Estirpes bacterianas

As estirpes usadas no presente estudo foram previamente isoladas de
solo rizosférico da leguminosa Sesbania virgata, utilizando Phaseolus vulgaris e
Leucaena leucocephala como plantas iscas de bactérias que nodulam
leguminosas em solo ndo contaminado. Estas estirpes apresentaram crescimento
rapido, alcalinizam o meio de cultivo e produzem pouca goma em meio 79 (Fred
& Waksman 1928). Essas foram identificadas como Cupriavidus necator com
base na caracterizagdo fenotipica e em seqii€ncias parciais do gene 16S rDNA
comparadas ao banco de dados do NCBI (Florentino et al., 2009; Silva 2009).
As quatro estirpes (UFLAO1-663; UFLAO01-659; UFLA02-73 ¢ UFLA02-71)
foram selecionadas com base em sua tolerancia a altas concentragdes de Zn e Cd

em meio de cultivo solido.
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2.3. Avalia¢do do crescimento de estirpes de Cupriavidus necator em
concentracdes de metais pesados determinados na solucio de solo

As estirpes foram previamente cultivadas em meio LB (5 g L™ de NaCl,
5,0 g L™ de extrato de levedura e 10 g L' de triptona) (Sambrook et al., 1989),
com pH 6,0 ¢ sob agitagdo orbital de 110 rpm, a 28°C, até atingir uma densidade
optica (D.O) de 1,0 em 560 nm, (1 x 10° células por mL). Um mL do in6culo foi
entdo transferido para 100 mL de meio LB, modificado por adi¢do de tampdes
biologicos HEPES (1,3 mg L' de N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane
sulfonic acid) e MES [1,1 mg L de 2-(N-morpholino) ethane sulfonic acid]
(Cole e Elkan, 1973), com o pH ajustado para 6,0. Foram adicionadas ao meio
diferentes concentra¢des de Zn e Cd [9,14umol L' (9,0 Zn + 0,14 Cd); 91,4
umol L™ (90 Zn + 1,4 Cd); 914 umol L™ (900 Zn + 14 Cd) e 9140 pmol L™
(9000 Zn + 140 Cd)] referentes as concentragdes encontradas na solugdo do
solo, mantendo uma rela¢do de Zn:Cd de 64,3. Estas culturas foram incubadas a
28°C, sob agitagdo de 110 rpm. A avaliagdo do niimero de células viaveis foi
efetuada pelo método de dilui¢cdes sucessivas para contagem do nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) de acordo com o descrito por Miles &
Misra (1938), nos intervalos de 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 ¢ 120 horas de incubacao.
O pH das solugdes foi determinado ao final do experimento. A partir da

avaliagdo do numero de UFC destas estirpes nas diferentes concentragoes de Zn
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e Cd, foram obtidas as equagdes de regressdo pelo programa Table Curve 2D for

Windows v. 5.03. Jandel Corporation.

2.4. Crescimento de estirpes de Cupriavidus necator em solu¢io de solo
extraida de drea contaminada por Zn e Cd.

A solugdo do solo foi extraida de amostras coletadas em areas da
Votorantim Metais, conforme descrito anteriormente. Foram adicionados a essa
solugdo 5 g de NaCl, 5 g de extrato de levedura e 10 g de triptona por litro,
simulando um meio com as reais concentragdes dos metais disponiveis,
suplementado com as fontes de nutrientes necessarias ao crescimento bacteriano.
Este meio foi esterilizado por autoclavagem (20 minutos a 121 °C) e 0 mesmo
foi caracterizado posteriormente por cromatografia idnica e por
espectrofotdmetria de absorgao atomica.

As estirpes foram previamente cultivadas em meio LB e um mL deste
pré-indculo foi entdo transferido para 100 mL da solugdo preparada. A avaliagao
do numero de células viaveis foi efetuada pelo método de dilui¢Ges sucessivas
para contagem do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC) de acordo
com o descrito por Miles & Misra (1938), nos intervalos de 3, 6, 12, 24, 48, 72,

96 ¢ 120 horas de incubacio.
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Foi feita uma especiagdo quimica da solugdo do solo, usando o programa
Visual MINTEQ (Versdo 3.0) em pH:6,0 ¢ em pH:7,86 para avaliar a

distribuicao das espécies de Zn e Cd em solucgao.

2.5. Sobrevivéncia de estirpes de Cupriavidus necator em solo multi-
contaminado

Para avaliar a sobrevivéncia das estirpes em solo multi-contaminado
com metais pesados, esse foi coletado em areas da Votorantim Metais e passado
em peneira de malha de 2,0 mm, amostras de 200 g do solo foi transferido para
erlenmeyers de 500 mL. Essas amostras foram autoclavados trés vezes durante 1
h, a 121°C e deixado em repouso por 30 dias para a sua estabilizagdo. O mesmo
apresentava as seguintes caracteristicas quimicas apds autoclavagem: pH= 6,2;
P= 37,6 mg dm? (Mehlich I); K= 36 mg dm?; Ca= 1,8 cmolc dm>; Mg= 0,3
cmole dm?; H+Al= 1,5 cmolc dm™; Zn= 12514 mg dm?; Cd= 12,4 mg dm?;
Pb= 18,3 mg dm?; Cu= 1144,9 mg dm?; e MO= 1,8 dag kg'l. Os teores semi-
totais (USEPA 3051) de Zn, Cd, Pb e Cu foram de 47.910, 1.207, 6.488 ¢ 738
mg kg™, respectivamente.

Culturas de estirpes de C. necator foram cultivadas em 20 mL de meio
LB com D.O=1,0 (560 nm) foram transferidas para as amostras de 200 g de solo
que foram em seguida revolvidas para garantir a distribuicdo uniforme das

células, em um total de trés repeti¢des por estirpe. O solo inoculado foi mantido
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com teor de umidade em torno de 70% do volume total de poros (VTP) por meio
de pesagens ¢ aplicagdo de agua destilada autoclavada. A avaliagdo do niimero
de células viaveis foi efetuada pelo método de diluicdes sucessivas para
contagem do nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) de acordo com
o descrito por Miles & Misra (1938), nos intervalos de 0, 7, 14, 21, 28, 35 ¢ 42

dias apos inoculagao.

2.6. Capacidade de acumular metais pesados pelas estirpes bacterianas

Para avaliar a capacidade das estirpes UFLAO01-663; UFLAO01-659;
UFLAO02-73 ¢ UFLAO02-71 em absorver Zn e Cd, uma aliquota de 1 mL de pré-
indculo bacteriano foi transferida para 100 mL de meio LB com as diferentes
concentragdes dos metais Zn e Cd [9,14 umol L™ (9,0 Zn + 0,14 Cd); 91,4 pmol
L' (90 Zn + 1,4 Cd); 914 umol L™ (900 Zn + 14 Cd) e 9140 umol L™ (9000 Zn
+ 140 Cd)] e para 100 mL de solucdo de solo com concentragdo de 7140 e 222
umol L' de Zn e Cd, respectivamente, extraida como descrito anteriormente
(item 2.4). Apos cultivo a 28°C por 120 horas sob agitagdo, as culturas foram
centrifugadas a 10000 rpm por 20 minutos, sendo o pellet bacteriano
posteriormente lavado com uma solugdo de HC1 0,1mol L. O pellet foi digerido
em um tubo digestor usando HNO; segundo a metodologia de USEPA 3050B. A
concentracao dos metais foi determinada por um Espectrofotdmetro de Absor¢ao

Atomica, Perker Elmer Analyst 300.
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As habilidades de absor¢do de Cd e Zn pelas estirpes foram mensuradas
por meio dos fatores de bioacumulacdo (FB), que ¢é definido como a
concentracdo do elemento na biomassa da célula em relagdo a concentra¢do do
elemento no meio de cultivo.

FB = [Metal] biomassa das células / [Metal] meio de cultivo

2.7. Microscopia Eletronica de Transmissio

Células bacterianas da estirpe UFLA02-71 foram incubadas sob agitagao
por 120 horas em meio LB com 9140pumol L™ (9000 Zn + 140 Cd) e em meio
sem a presenca de Zn e Cd, ¢ foram recuperadas através de centrifugagdo por 5
minutos a 10000 rpm. O pellet formado foi homogeneizado com agar fundente,
obtendo-se apos alguns minutos sua solidificagdo e consequente formagdo de
pequenos blocos de células, facilitando o manuseio do material. Esse material
foi entdo pré fixado em glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2,5% em tampao
cacodilato 0,05 mol L™, pH 7.0 + CaCl2 0.001mol L. Apos 24 horas, foram
lavados em tampdo cacodilato 0,05 mol L™ (3 x 10 min) e pos fixados em
tetroxido de 6smio 1% em tampdo cacodilato 0,05 mol L por duas horas.
Posteriormente, foram lavados em agua destilada (3 x 10 min) e desidratados em
uma série gradual de acetona, sendo embebidos em resina epoxy Spurr e acetona
100% (1:1) por 5 horas e transferidos para resina pura por uma noite. Em

seguida foram transferidos para formas moldes contendo resina e incubados em
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estufa a 70° C por 48 horas. Os blocos com resina foram trimados e preparados
para ultramicrotomia. Se¢des ultrafinas (aproximadamente 70 nm) coletadas em
telas de niquel cobertas por Formvar foram contrastadas em acetato de uranila e

citrato de chumbo e examinadas em microscopio eletronico de transmissao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de crescimento das estirpes de Cupriavidus necator UFLAO1-
663; UFLA01-659; UFLA02-71 e UFLA02-73 em meio LB sem a presenga de
Zn/Cd encontram-se na Figura 1. O maximo crescimento, para as estirpes foi
determinado por meio das equagdes da Figura 1, para as estirpes UFLA01-663 e
UFLAO01-659 foi de 9,84 € 9,77, e de 9,44 e 9,48 para as estirpes UFLA02-73 e

UFLAO02-71, respectivamente.
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Figura 1. Crescimento das estirpes de Cupriavidus necator em meio LB sem a
presenga de Zn e Cd.

As quatro estirpes apresentaram crescimento diferenciado somente na
concentragio de 9140 umol L™ (9000 Zn + 140 Cd) (Figura 2) que foram
previamente determinadas de acordo com a extragdo da solugdo do solo,
mantendo uma relagdo de Zn:Cd de 64,3. As demais concentracdes avaliadas
seguiram uma mesma escala logaritimica a partir da concentra¢do encontrada no

rejeito da VM, mantendo a mesma relagao de Zn:Cd.
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Figura 2. Células viaveis das estirpes UFLA01-663; UFLAO01-659; UFLA02-71

e UFLAO02-73 em meio liquido em fungdo do tempo e das diferentes

concentracdes de Zn/Cd.

O crescimento das estirpes nas concentragdes de 9,14; 91,4 ¢ 914 pmol

L' de Zn/Cd (Figura 2) seguiu o mesmo padrio de crescimento do meio sem

metal (Figura 1). Nessas concentragdes as estirpes apresentaram uma fase log até

24 horas, entrando apo6s esse periodo na fase estacionaria. O maximo
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crescimento encontrado na fase estacionaria na concentragdo de 914 pmol L' de
Zn/Cd para as estirpes UFLA01-663; UFLA01-659; UFLA02-73 ¢ UFLA02-71
foi de 9,73; 9,67; 9,83 ¢ 9,59 UFC mL"’ respectivamente. O crescimento das
estirpes na concentragio de 9140 pmol L™ de Zn/Cd foi significativamente
reduzido logo apo6s a inoculacdo, apresentando um efeito toxico da alta
concentracdo de Zn e Cd em solugdo. As estirpes apresentaram um periodo
prolongado de crescimento exponencial que foi observado até as 120 horas de
avaliag@o, ndo sendo possivel distinguir as diferentes fases tipicas de uma curva
de crescimento bacteriano. Nessa concentragdo, a estirpe UFLA02-71
apresentou o maior numero de LOG UFC mL™" (8,74) depois de 120 horas.

A capacidade de alguns microrganismos crescerem em condigdes com
elevadas concentracdes de metais pode ser resultado de mecanismos intrinsecos
ou induzidos, bem como de outros fatores ambientais do meio (pH, potencial
redox, etc.) que também podem reduzir a toxicidade desses metais (Zouboulis et
al, 2004; Leedjérv et al, 2008; Xiao et al. , 2010). Sabe-se que os mecanismos de
resisténcia a metais em bactérias sdo varios, € que esses variam muito pouco
entre isolados de ambientes ndo contaminados para aqueles de ambientes
contaminados (Barkay and Schaefer, 2001; Matsuda et al., 2002; Zouboulis et
al., 2004), o que explica a capacidade das estirpes analisadas neste estudo em
resitir a altas concentragdes de metais, mesmo tendo sido isoladas de ambientes

ndo contaminados.
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Para avaliar o crescimento destas bactérias em solugdo de solo,
novamente foi necessario realizar o processo de extragdo dessa solugdo, uma vez
que este experimento demandava um maior volume de solugdo. As
concentragdes dos fons encontrados na solugdo do solo foram (mg L™): F:30,67;
CI:3733,53; NO™:16,09; NO’:310,71; PO,:254,44;  SO,:1433,62;
Na':2960,83; NH*:378,01; K":448,03; Mg>":107,32; Ca*":496,86; Cu":0,50;
Zn*":467,00; Cd*":25,00; Pb*":0,007; Mn”":4,40; Fe*":020, carbono dissolvido
total:5850,00 e condutividade eletrolitica (mS cma™):2,907.

No experimento em solucdo de solo, as estirpes tiveram seu crescimento
inicial reduzido devido as altas concentra¢des de zinco (7140 pmol L) e
cadmio (222 pmol L") (Figura 3). O comportamento das estirpes nio foi similar
ao crescimento tipico de uma curva microbiana, até as 120 horas de avaliacao.
Nesse tempo, as estirpes apresentaram niimero de UFC mL™ semelhante ao
encontrado na fase estacionaria no experimento utilizando meio LB
suplementado com Zn/Cd nas concentragdes de 9,14; 91,4 e 914 pmol L!

(Figura 2).
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Figura 3. Células viaveis das estirpes UFLA01-663; UFLA01-659; UFLA02-71

e UFLAO02-73 em solu¢do do solo e no rejeito puro.

Quando as estirpes foram inoculadas no rejeito puro, houve uma redugao
no crescimento devido ao alto nivel de contaminac¢do do solo. Depois de 42 dias
de avaliagdo, o crescimento das estirpes foi reduzido em 30% do log de células
da populagdo original, demonstrando uma alta tolerancia dessas estirpes a metais
pesados (Figura 3). Matsuda et al. (2002) trabalhando com o mesmo rejeito,
porém utilizando diferentes propor¢des desse solo contaminado, avaliou a
sobrevivéncia de estirpes do género Bradyrhizobium e Azorhizobium, e observou
o crescimento das estirpes de Bradyrhizobium em até 45% (1250, 206, 67,5 e
192,5 mg dm? de Zn, Cu, Cd e Pb, respectivamente) de contaminacdo. Com
relagdo ao género Azorhizobium, as estirpes avaliadas toleram apenas 15% (750,
111, 22,1 e 65,1 mg dm® de Zn, Cu, Cd e Pb, respectivamente) de

contaminac¢do. Em outro trabalho, uma estirpe de Mesorhizobium metallidurans
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inoculada em rejeito de mineragdo com teores de Zn e Cd de 35000 e 16,5 mg
kg respectivamente, manteve um crescimento constante de 10* UFC por grama
de solo nos 45 dias de condu¢ao do experimento (Mabhieu et al., 2011).

No presente trabalho, foi possivel estabelecer uma relacdo entre a
tolerdncia das estirpes de C. necator em meio LB suplementado com zinco e
cadmio, na solugdo do solo e no solo contaminado, j& que em todas as
condi¢des, as estirpes apresentaram alto numero de células viaveis. Apesar da
reducdo no nimero de células das estirpes quando inoculadas no rejeito puro,
houve uma boa toleradncia das mesmas, visto que as concentragdes de metais
existentes nesse rejeito (mg dm™ extraidos por Mehlich 1: Pb = 32; Cd = 565;
Cu = 343; e Zn = 13694) foram bastante elevadas. Essa baixa reducdo no
numero de células pode permitir o estabelecimento da simbiose dessas estirpes
com leguminosas em areas contaminadas com metais pesados, quando um
numero mais elevados de células forem inoculadas.

Em relagdo a absor¢do dos ions Cd e Zn pelas estirpes de C. necator,
notou-se um aumento da capacidade de acimulo pelas quatro estirpes a medida
que as doses desses metais aumentaram (Figura 4). A quantidade de Zn
absorvida por estas estirpes na dose de 9,14 e 9140 umol de Zn/Cd foram em
média 0,16 e 81,49 pmol g célula”. A quantidade média de Cd absorvida pelas
estirpes foi 0,012 e 13,84 pmol g célula”’ nas doses de 9,14 e 9140pmol de

Zn/Cd, respectivamente.
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Figura 4. Concentragdes de Zn (a) e Cd (b) por estirpes de Cupriavidus necator

cultivadas sob diferentes doses de Zn/Cd, ap6s 120 horas.

Na dose de 9140 pumol a estirpe UFLAO02-71 apresentou maior
capacidade de absorgdo de Zn e Cd em relagdo as demais estirpes. Essa estirpe
absorveu 93,76 pmol g célula” de Zn e 16,03 pmol g célula” de Cd. A estirpe
UFLAO02-73 também apresentou alta capacidade de absor¢do de zinco que foi de
84,48 umol g célula™.

Na solu¢do do solo extraida do rejeito puro, a estirpe UFLA02-71
absorveu as maiores quantidades de Cd correspondente a 16,98 pmol g célula™
enquanto a estirpe UFLAO02-73 se destacou na absor¢do de zinco que foi de
54,53 umol g célula™ (Figura 5). Houve um aumento na absorgdo de Cd pelas
estirpes na solugdo do solo comparado ao meio suplementado com 9140 pumol

de Zn e Cd, devido a maior quantidade desse cation presente e disponivel nessa
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solugdo, uma vez que a relagdo de Zn:Cd foi de 32,16 nessa solugdo do solo,
contribuindo portanto, para a maior absor¢do de cadmio.

Outros estudos relacionados com a tolerdncia de espécies bacterianas e a
capacidade de absor¢do a metais pesados t€m sido publicados nos tltimos anos.
Entretanto, estudos com um enfoque pratico onde se considera o crescimento de
bactérias em solugdes de solo extraidas de rejeitos contaminados ndo ¢
encontrado na literatura atual. Além disso, a investigacdo de bactérias do género
Cupriavidus como tolerantes a metais tem sido pouco explorada até o momento.
No caso de um estudo realizado com a estirpe de C taiwanensis M2 isolada de
solos contaminados com metais na Argentina, esta apresentou uma biossor¢ao
méxima de 46 ¢ 25% de 0,5 mmol L'de Cd e Zn adicionados ao meio de
cultivo, o que corresponde a 230 e 125 pmol L™, respectivamente (Vullo et al.,
2008).

Em relacao a estirpe de C. taiwanensis TJ208 isolada de nodulos de M.
pudica, foi avaliado diferentemente do nosso trabalho a capacidade de adsorgéo
de ions metalicos por esta estirpe, que apresentou uma capacidade maxima de
adsorgdo estimada em 19,6 mg g”' de célula para Cd em concentragdes de 100

mg L' desse metal (Chen et al., 2008), ou seja, 893 pmol L™
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Figura 5. Concentragdes de Zn e Cd absorvida pelas estirpes de Cupriavidus
necator na dose de 9140pumol L' de Zn/Cd e na solugdo do solo extraida do

rejeito puro.

Os mecanismos pelos quais 0s microrganismos interagem com os metais
pesados englobam aqueles independentes e os dependentes do metabolismo
celular. Os independentes ocorrem através de interagdes fisico-quimicas entre o
metal e constituintes da parede celular, de exopolissacarideos e outros materiais
associados a face externa da membrana. Esta independéncia ocorre pelo fato de
ndo ser necessario o gasto energético por parte da célula microbiana, para que
haja absor¢do dos ions metalicos. A remogdo neste caso pode ocorrer tanto em
células vivas quanto em células mortas (Gadd, 2004).

O transporte de ions metalicos através da membrana celular e seu
acimulo intracelular sdo dependentes do metabolismo, ocorrendo somente em

células vivas, capazes de gerar energia. A remog¢ao desses ions por este tipo de
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mecanismo ¢ usualmente mais lento que o mecanismo de adsorcdo fisico-
quimico. Em contrapartida maiores quantidades de metais podem ser
acumuladas (Gadd, 2004), como relatado para as espécies Pseudomonas
aeruginosa, Cupriavidus metallidurans e Bacillus sphaericus (Ramirez et al.,
2008; Velasquez & Dussan, 2009).

A relagdo da concentragdo Zn/Cd na biomassa microbiana quando
avaliada em meio LB suplementado com as diferentes doses de Zn/Cd variou
entre as diferentes estirpes, @ medida que houve aumento das concentra¢des dos
metais analisados (Tabela 1). Foi observada uma relagdo inferior de Zn/Cd na
biomassa quando comparada a relacdo disponivel na solu¢do do meio (37,5
expressa em mg Zn/Cd, que corresponde a relagdo molar Zn/Cd igual a 64,3) em
todas as doses estudadas. O menor valor encontrado na relacdo Zn/Cd na
biomassa bacteriana foi de 1,70 para a estirpe UFLA01-659 na concentragao
91,4 umol L. Para a estirpe UFLA01-663, a relagio Zn/Cd foi menor na dose
de 9140 pmol L™, o que demonstra uma maior absor¢io por estas estirpes de Cd

em relacdo ao Zn.
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Tabela 1. Relagio entre os teores (mg kg™') de Zn/Cd na matéria seca das células

das estirpes nas 4 doses avaliadas

Relagdo Zn/Cd na matéria seca das células

Estirpes Doses (mg Zn/ mg Cd)
9,14 91,4 914 9140
(9,0 +0,14) (90,0 + 1,4) (900 + 14) (9000 + 140)
UFLA02-73 11,01 8,56 3,72 6,27
UFLAO02-71 12,10 6,23 10,45 5,86
UFLAO01-659 28,24 1,70 2,98 5,74
UFLAO01-663 24,42 2,67 9,24 5,65

Ap6s 120 horas de incubacdo em meio LB suplementado com os metais,
foi calculado o fator de bioacumulag¢ao (FB) para todas as estirpes nas doses
avaliadas (Tabela 2). Esse fator foi maior para o Cd quando comparado com o
Zn para todas as estirpes, variou de 65,72 a 787,71umol L™ para o Cd e de 3,04
a 133,49 umol L™ para o Zn, o que indica que o Cd foi absorvido em maior
quantidade que o Zn, demonstrando uma alta capacidade dessas estirpes em

acumularem Cd no interior das células.
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Tabela 2. Fatores de acumulagdo para as estirpes de Cupriavidus necator

expostas a concentragdes crescentes de Cd e Zn em meio de cultivo

Doses de Zn/Cd (umol L)

Estirpes 9,14 91,4 914 9140

(9,0+0,14) (90,0 + 1,4) (900 +14) (9000 + 140)

Fator de acumulagao

UFLA02-73 73,39+1,86 23,88+0,40 19,19+1,70 30,10+2,31
Zn UFLAO02-71 101,47+1,74 22,47+3,64 20,69+1,59 41,90+0,53
UFLAO01-659  63,37+2,77 10,02+0,22 3,04+0,01 34,37+1,89

UFLAO1-663  133,49+13,05 28,10+2,35 15,85+0,57 30,86+2,38

UFLAO02-73  787,71%£15,32  180,69+17,53  333,94+21,02 370,17+£2,84
Cd UFLAO02-71  539,63+14,31  230,21+2,49 137,16+31,77  459,92+19,28
UFLAO1-659  171,27+6,37  378,48+5,51 65,72+4,14 385,60+30,71

UFLAO1-663  378,71+11,8 678,71+7,78 115,70+£22,99  352,07+11,64

O pH da solugdo desempenha um papel muito importante na absor¢do e
adsor¢@o de metais pelos microrganismos por influenciar na especiagcdo quimica
dos metais em solugdo, bem como nas propriedades de superficie das células
bacterianas (Lopes, et al., 2000; Pardo et al., 2003). Apods as 120 horas de
crescimento das estirpes em meio LB com metal, foi realizada a leitura do pH
final, verificando-se um aumento em relacao ao pH inicial ajustado para 6,0 para
todos os tratamentos. Nas concentragdes de 9,14; 91,4 e 914 pmol L' de Zn/Cd

as estirpes aumentaram o pH em média 2,2 unidades, enquanto que no meio com
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9140 umol L' de Zn/Cd houve um aumento médio de 1,9 unidade no pH. Desse
modo, a estirpes por serem capazes de causar uma reagdo de alcalinizagdo no
meio, podem reduzir a solubilidade e atividade dos metais (Alexander, 1977),
uma vez que o aumento do pH pode promover a dissociacdo de grupos hidroxila
(OH) dos componentes do meio com predominio de cargas negativas, as quais se
ligam aos metais, diminuindo a disponibilidade e, portanto, a toxidez dos
mesmos.

No experimento em solu¢do do solo, as espécies de zinco e cadmio
foram determinadas em pH:6,0 e pH:7,86 para verificar as formas disponiveis

em solugdo (Tabela 3).
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Tabela 3. Destribuicdo das espécies quimicas (%) de Zn e Cd na solugdo do solo
extraida do rejeito da Votorantim Metais antes do crescimento das estirpes

(pH:6.0) e depois do crescimento (pH:7.86).

Zinco pH Cadmio pH
6.0 7.86 6.0 7.86
Zn** 8.412 7.877 cd* 8.337 7.675
Zn DOM1 83.422 81.423 Cd DOM1 52.163 50.057
ZnF" 0.072 0.070 CdF’ 0.057 0.053
ZnCl" 0.747 0.710 cdcr 24.499 22.61
ZnCly(aq) 0.039 0.041 CdCl, (aq) 5.420 5.043
ZnS04(aq) 5.175 4.920 CdSO; (aq) 5.495 5.189
Zn(SO4),™ 1.517 1.414 Cd(SO4)," 2.496 2.286
ZnNH;* 0.011 0.836 CdNH;*" 0.024 1.768
ZnNO," 0.018 0.016 CdNO," 0.259 0.229
ZnNO;" 0.139 0.127 CdNO;" 0.174 0.146
ZnHPO4(aq) 0.440 2.007  CdHPO,(aq)  1.070 4.801
ZnOH" - 0.286 CdOH" - 0.022
Zn(OH)y(aq) - 0.145 Cd(NH3),""  —e- 0.113
4110\ £ 55 St — 0.015 -
Zn(NH3),?" —eeee- 0.103 -

Os fons livres Zn*", Cd**, Zn-DOM1 e Cd-DOM1 diminuiram com o
aumento do pH apds o crescimento das estirpes, o que pode ter reduzido o efeito
toxico dos mesmos, enquanto que as espécies ZnHPOg4(aq) e CdHPO4(aq)
mostraram aumentos significativos com o aumento do pH de 6 para 7,84. A
presenca de ZnOH', Zn(OH),(aq), Zn(NH;);*", Zn(NH;),”", CdOH' e
Cd(NH;),*" foram observadas apenas com o aumento do pH para 7,84.

A toxicidade de zinco e cadmio para Escherichia coli e Arthrobacter sp.
tem sido comumente associada com espécies mais biodisponiveis que tem sido

consideradas como Cd*" e Zn* (Worden et al., 2009; Moberly et al., 2010), no
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entanto, outras espécies como CdOH™ e ZnHPO,(aq) na solucio, também podem
apresentar um efeito toxico sobre os microrganismos. Moberly et al. (2010)
verificaram que o aumento da concentragdo de ZnHPOy4(aq) com a elevagdo do
pH favoreceu uma maior absor¢do dessa espécie devido a transportadores
especificos para moléculas de fosfatos inorginicos em Arthrobacter sp. No
presente trabalho, o aumento nas concentragdes de ZnHPOy4(aq) e CdHPO4(aq)
com a elevacdo do pH, também pode ter contribuido para o aumento na absor¢ao
desse metais pelas estirpes de Cupriavidus necator (Figura 4), como descrito
para espécie bacteriana acima citada (Moberly et al., 2010).

A microscopia eletronica de transmissao foi utilizada como tentativa de
se investigar a localizacdo celular do actimulo dos metais para a estirpe

UFLA02-71 (Figura 6).
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Figura 6. Microscopia eletronica de transmissao de secgdes de células controle
(A e B) e cultivadas em 9140 pmol L-1 de Zn/Cd (C e D) de Cupriavidus

necator UFLAO02-71.

Comparando-se as células controle (sem metal), essas apresentaram um
citoplasma homogéneo sem a presenca de granulos eletrodensos e de granulos
de polihidroxibutirato (PHB), enquanto que as células cultivadas no meio com
metal apresentaram tanto o acumulo de PHB quanto a presenga de depdsitos
granulares no citoplasma. Nenhum sinal de lise ou destrui¢do celular foi

aparente apos as 120 horas de cultivo corroborando com as observagdes de que
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esta bactéria é capaz de acumular elementos toxicos como Cd e Zn em seu
interior. Essa capacidade de acumular intracelularmente metais toxicos tem sido
relatado para varios outros géneros de bactérias como Pseudomonas, Bacillus,
Sphingomonas, Acidithiobacillus, Arthrobacter, Microbacterium entre outros
(Kazy et al., 1999; Sar et al., 2001; Suzuki et al., 2004; Nedelkova et al., 2007;
Merroun & Selenka-Pobell, 2008), na quais o sequestro desses metais esta
relacionado com as mais diversas estratégias de sobrevivéncia desenvolvidas por
estes microrganismos.

O género Cupriavidus ¢é conhecido por possuir habilidade de
biodegradagao e resisténcia a poluentes orgéanicos e inorganicos, ¢ desta maneira
desperta um grande interesse nos campos da biotecnologia ambiental. De acordo
com os pardmetros avaliados no presente trabalho, as estirpes de Cupriavidus
necator analisadas podem apresentam-se como possiveis ferramentas futuras
para a recuperagdo de areas degradadas por atividades de mineragdo. Esta
tolerdncia a metais pesados combinada com a capacidade destas estirpes em
absorverem esses metais demostram que algumas estirpes de Cupriavidus
necator podem ser melhor estudadas para a limpeza de ambientes multi-

contaminados.
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ARTIGO 2: Eficiéncia de estirpes de Cupriavidus necator em fixar
nitrogénio atmosférico simbioticamente com diferentes espécies de

leguminosas

Normas da Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de estirpes de
Cupriavidus necator em associac¢do com diferentes espécies de leguminosas com
potencial para recuperagdo de areas degradadas. Em um primeiro experimento,
foi avaliada a eficiéncia em vaso Leonard de quatro estirpes de Cupriavidus
necator em sete espécies de leguminosas. Em uma segunda etapa trés espécies
(Leucaena leucocephala, Mimosa pudica e Mimosa caesalpiniaefolia) e duas
estirpes (UFLAO1-659 e UFLAO02-71) foram selecionadas do primeiro
experimento e avaliadas em vaso com solo. Em vaso Leonard a inoculagdo com
as estirpes bacterianas proporcionou incrementos de matéria seca da parte aérea
de 870% para M. caesalpiniaefolia inoculada com a estirpe UFLA02-71, 885%
para M. pudica e 924% para L. leucocephala quando inoculadas com a estirpe
UFLAO1-659. Essas estirpes quando inoculadas em L. leucocephala, M. pudica
e M. caesalpiniaefolia em vaso com solo apresentaram alta eficiéncia em fixar
nitrogénio, além de serem competitivas com as estirpes de rizobios nativos do

solo. O solo utilizado nesse experimento apresentou uma elevada comunidade
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nativa de rizobios, mas esses foram eficientes em promover o crescimento das
espécies L. leucocephala, M. pudica e M. caesalpiniaefolia. As estirpes
UFLAO01-659 e UFLAO2-71 além de apresentarem alta capacidade em fixar
nitrogénio, podem ser avaliadas quanto ao seu potencial de utilizacdo em
programas de recuperacao de areas degradadas.

Termos para indexacio: Areas degradadas, fixagdo bioldgica de nitrogénio, p-

proteobactéria.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficiency of Cupriavidus necator
strains associated with different legume species with potential for recovery of
degraded areas. In a first experiment, we evaluated the efficiency in Leonard jar
of four strains of C. necator in seven species of legumes. In a second step, three
species (Leucaena leucocephala, Mimosa pudica and Mimosa caesalpiniaefolia)
and two strains (UFLA02-71 and UFLAO1-659) were selected from the first
experiment and evaluated in pots with soil. The inoculation in Leonard jar with
the bacterial strains provided increments of shoot dry matter of 870% for M.
caesalpiniaefolia inoculated with the strain UFLA02-71, 885% for M. prudica
and 924% for L. leucocephala inoculated with the strain UFLA01-659. These
strains when inoculated in L. leucocephala, M. pudica and M. caesalpiniaefolia
in pots with soil showed high efficiency in nitrogen fixation, and are competitive
with indigenous rhizobia strains from the soil. The soil used in this experiment
had a high native community of rhizobia, but these were effective in promoting
the growth of the species L. leucocephala, M. pudica and M. caesalpiniaefolia.
Strains UFLA02-71 and UFLAO01-659 presented high ability to fix nitrogen, and

can be assessed for potential use in programs to restore degraded areas.

Key words: Degraded areas, biological nitrogen fixation, B-proteobacteria
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Introducio

Os processos de exploragdo do solo por atividades de mineragdo estdo
entre os principais responsaveis pela sua degradacdo, além de causar uma
inevitavel alteracdo na paisagem. Nessas areas, a retirada da vegetagdo natural, a
intensa movimentac¢ao do solo e o acréscimo de consideravel volume de rejeitos
elevam a concentragdo de elementos potencialmente toxicos e causam grande
impacto sobre os microrganismos, a vegetacdo e os processos funcionais do
ecossistema (Wiegleb e Felinks, 2001; Renella et al., 2005).

Assim, a recuperacdo das areas degradadas pela atividade de mineragdo
deve ser eficaz e realizada visando acelerar a sucessdo natural. Com este
proposito, a revegetacdo tem sido a principal pratica para recompor e proteger o
solo, evitar a polui¢do das aguas e promover o retorno da biota edafica. Para
garantir o sucesso da recuperagdo de areas degradadas, é necessario selecionar
espécies vegetais tolerantes a metais pesados e capazes de produzirem grande
quantidade de matéria organica (Marques et al., 2000). Espécies de leguminosas
como as pertencentes aos géneros Acacia, Mimosa, Leucena e Enterolobium tém
sido descritas como promissoras para revegetacdo de solos degradados e a
aceleragdo do processo de sucessao ecologica (Marques et al., 2000, Trannin et
al., 2001; Costa et al., 2004; Freire et al., 2010; Chaer et al., 2011).

Neste contexto, a revegetacdo com leguminosas arboreas associadas a

bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico (N,) tem-se mostrado uma técnica
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viavel para recuperagdo destes solos. Tais associagdes favorecem o
estabelecimento da cobertura vegetal, funcionando como catalisadoras de
importantes fungdes ecologicas (Costa et al., 2004).

Um sistema de biossor¢do de metal consistindo na combinagdo
simbidtica entre uma estirpe de rizobio tolerante a Pb, Cd e Cu, Cupriavidus
taiwanensis, e sua planta hospedeira Mimosa pudica (Chen et al.,2001; Chen et
al., 2003a; Chen et al., 2005a) foi recentemente avaliado para a remogdo de
metais poluentes. As plantas de M. pudica inoculadas com a estirpe C.
taiwanensis TJ208 aumentaram consideravelmente sua capacidade de absor¢do
de Cu, Cd e Pb em 12, 70 e 86% respectivamente, quando comparadas com as
plantas nao inoculadas (Chen et al., 2008).

Estudos anteriores realizados pelo laboratorio de Microbiologia do Solo
da Universidade Federal de Lavras revelaram que estirpes de Cupriavidus
necator isoladas de noddulos das plantas iscas Leucaena leucocephala e
Phaseolus vulgaris (Florentino et al., 2009; Silva 2009) apresentam elevada
capacidade de crescer em meios de cultura contendo altas concentragdes de Zn,
Cd, Cu e Pb (dados nao publicados). Em trabalhos recentes também foi
constatado que a espécies de Cupriavidus necator sdo capazes de formar
nddulos efetivos em leguminosas da subfamilia Papilionoideae ¢ Mimosoideae
(Florentino et al.,2009; Silva 2009). Algumas estirpes de Cupriavidus necator,

foram capazes de formar nodulos efetivos em Leucaena leucocephala,
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Phaseolus vulgaris, Mimosa caesalpiniaefolia, Sesbania virgata, Vigna
unguiculata e Macroptilium atropurpureum (Silva 2009). Deste modo, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia simbidtica de estirpes de
Cupriavidus necator em associa¢do com diferentes espécies de leguminosas com

potencial para recuperacgdo de areas degradadas.

Material e Métodos

Foram conduzidos dois experimentos para avaliar de eficiéncia
simbidtica de estirpes de Cupriavidus necator em associa¢dao com diferentes
leguminosas. O primeiro experimento foi conduzido de junho a setembro de
2009 em casa de vegetacio no Departamento de Ciéncia do Solo na
Universidade Federal de Lavras. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 7 x 6, com trés repeticdes. Os tratamentos
foram constituidos de 7 espécies de leguminosas (Leucaena leucocephala,
Enterolobium contorsiliquum, Acacia mangium, Mimosa caesalpiniaefolia,
Mimosa pudica, Mimosa pigra e Mimosa acutistipula), 4 estirpes de
Cupriavidus necator (UFLA02-71, UFLAO02-73, UFLAO01-659 ¢ UFLAO01-663)
isoladas de nodulos de L. leucocephala e Phaseolus vulgaris em estudos prévios
deste laboratorio (Florentino et al., 2009; Silva 2009) e dois controles ndo
inoculados; um com nitrogénio mineral contendo 210 mg de N L™ de solugdo e

outro com baixa concentragio de nitrogénio mineral 21 mg de N L' de solug#o.
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As plantas foram crescidas em vasos de Leonard, com a parte superior
do vaso contendo uma mistura 1:2 de areia (150 cm’) e vermiculita (300 cm’), e
a inferior com solucao nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), com a seguinte
composi¢do por litro de solugdo: NH4H,PO4 0,1 mL L'l; KNO; 0,6 mL L'l;
Ca(NO;),.4H,0 04 mL L'; MgSO,7H,0 2 mL L"'; K,SO4 3 mL L";
Ca(H,P04),.H,0 10 mL L"; CaS0O,.2H,0 200 mL L"; H;BO; 2,86 mg L;
MnCl,.4H,0 1,81 mg L™"; ZnS0,.7H,0 0,22 mg L™'; CuS04.5H,0 0,08 mg L' e
Na,M004.H,0 0,09 mg L™, sendo esta diluida quatro vezes. Apos o preparo dos
vasos ¢ da solucdo nutritiva, estes foram autoclavados por uma hora, a 121°C.

As sementes foram submetidas a tratamento quimico para quebra de
dorméncia seguindo procedimentos adequados para cada espécie e em seguida,
foram lavadas com agua destilada esterilizada ¢ semeadas num total de quatro
sementes por vaso. Posteriormente, foi realizada a inoculag@o com as estirpes de
Cupriavidus necator previamente crescidas em meio LB liquido (5 g L' NaCl, 5
g L extrato de levedura, 10 g L™ triptona), num periodo de dois dias sob
agitagdo constante a 28°C. Um mililitro de inéculo contendo cerca de 1x10°
células bacterianas foi inoculado em cada semente. Sobre a superficie do vaso
adicionou-se, uma fina camada de mistura esterilizada de areia:benzeno:parafina
(proporgdo de 5:1:0,015, respectivamente), com a finalidade de evitar possiveis
contaminagdes. A solugdo nutritiva dos vasos foi reposta de 15 em 15 dias com

solugdo autoclavada, sendo seu volume completado durante esse periodo com
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agua destilada estéril. Dez dias ap6s a germinagdo, foi realizado o desbaste,
deixando-se somente duas plantas por vaso.

O segundo experimento para avaliagdo da capacidade competitiva por
sitios de infeccdo com rizobios nativos do solo foi conduzido de outubro a
dezembro de 2010. Foram utilizados vasos plasticos com capacidade de 2 dm’
com solo arenoso (Neossolo Quartzarénico) devido ao baixo teor de matéria
organica, coletado em Itutinga-MG de uma area com plantio de braquiaria. O
solo foi coletado na camada aravel (0 a 20 cm), seco ao ar, destorroado,
homogeneizado e passado na peneira de 4 mm de abertura, apresentando as
seguintes caracteristicas quimicas: pHyo= 5,5; P= 1,0 mg dm™ (Mehlich I); K=
44 mg dm?>; Ca= 0,2 cmol, dm™; Mg= 0,1 cmol, dm?; Al= 0,3 cmol, dm™;
H+Al= 2,1 cmol, dm™; S.B= 0,4 cmol, dm™; T= 2,5 cmol, dm>; V= 16,6% e
MO= 1,6 dag kg'. Para correciio deste solo, foi realizada a calagem segundo o
método de saturagdo por bases, de modo a elevar a saturacdo para 40%. Em
todas as parcelas foi efetuada uma adubacgdo basica com solugdo nutritiva
contendo 200; 100; 40; 0,8; 1,5; 3,6; 5,0 ¢ 0,15 mg dm? de K, P, S, B, Cu, Mn,
Zn e Mo respectivamente, sendo a adubacao potassica parcelada em duas vezes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 x 4, com trés repeti¢des. Os tratamentos foram constituidos de 3
espécies de leguminosas (Leucaena leucocephala, Mimosa caesalpiniaefolia,

Mimosa pudica), 2 estirpes de Cupriavidus necator (UFLA01-659 ¢ UFLA02-71
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selecionadas do experimento de vaso Leonard) e dois controles ndo inoculados,
um sem nitrogénio e outro com nitrogénio mineral, com duas adubac¢des de 100
mg dm™ de N aplicado na forma de solugdo, sendo a primeira no plantio e a
segunda 30 dias apos a emergéncia.

As sementes foram submetidas a tratamento quimico conforme descrito
anteriormente para quebra de dorméncia e em seguida, foram lavadas com agua
destilada esterilizada e semeadas num total de quatro sementes por vaso.
Posteriormente, foi realizada a inoculagdo com as estirpes de Cupriavidus
necator como descrito previamente. Apds dez dias de germinagdo, foi realizado
o desbaste, deixando-se somente duas plantas por vaso.

O experimento para determinagdo do nimero mais provavel (NMP) e
para a avaliacdo da comunidade da populagdo nativa de rizébios foi realizado,
em tubetes de 375 mL contendo uma mistura de vermiculita e areia na propor¢ao
de 2:1, no Laboratério de Microbiologia do Solo/DCS/UFLA, nos meses de
outubro a dezembro de 2010. Foram utilizadas trés amostras do solo de Itutinga-
MG (utilizado no experimento anterior), as quais foram encaminhadas ao
laboratorio, para posteriores diluigdes seriadas decimais. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 9, com trés
repetigdes. Os tratamentos foram constituidos de 3 espécies de leguminosas
(Leucaena leucocephala, Mimosa caesalpiniaefolia, Mimosa pudica), 7

diluigdes decimais seriadas em solugdo salina (8,5 g L' de NaCl)de 10" a 107 e
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dois controles ndo inoculados. Os controles constaram de um tratamento com
nitrogénio mineral contendo 210 mg de N L' e outro com baixa concentragio de
nitrogénio (21 mg de N L") em solugdes diluidas quatro vezes.

As sementes foram submetidas a quebra de dorméncia como relatado
anteriormente e ap6s dez dias de germinagao, foi realizado o desbaste, deixando-
se somente uma planta por tubete. Os tratamentos inoculados receberam 1 mL
da suspensdo de solo das dilui¢cdes seriadas obtidas. A solug¢do nutritiva foi
aplicada periodicamente depois de autoclavada.

As plantas do experimento em vaso Leonard foram colhidas depois de
90 dias, e os experimentos em vaso com solo e tubetes foram colhidos 60 dias
apos a semeadura. Foram avaliadas as seguintes variaveis: nimero de nodulos
(NN); matéria seca de nédulos (MSN); matéria seca da parte aérea (MSPA) ¢
acumulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA). O N acumulado na parte aérea foi
calculado multiplicando-se o peso da matéria seca da parte aérea pelo teor de N.

Para estimar o ntimero mais provavel (NMP) de células de rizobio nas
tr€s amostras coletadas, considerou-se positivo, para presenga, e negativo, para
auséncia de nodulos, em cada diluicdo, usando o programa “Most Propable
Number Estimate” (MPNES) (Woomer et al., 1990).

Todos os dados foram submetidos a analise de varidncia, empregando-se
o sistema de analise estatistica SISVAR, versao 4.0 (Ferreira, 2003). As médias

dos tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
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probabilidade. Os valores das variaveis nimero de nddulos (NN) e matéria seca

de nédulos (MSN) foram previamente transformados pela formula (X+0,5)".

Resultados e Discussao

No experimento em vaso Leonard, as estirpes avaliadas de C. necator
exerceram efeitos significativos e diferenciados na produgdo de matéria seca da
parte aérea das espécies vegetais aos 90 dias apos o plantio (Figura 1). Para as
espécies L. leucocephala e M. pudica, a estirpe UFLA01-659 proporcionou
efeito positivo na producdo de matéria seca da parte aérea, com incrementos
relativos que atingiram 924 e 885%, em relacdo ao tratamento sem nitrogénio,
respectivamente. A espécie M. acutistipula respondeu positivamente a
inoculagdo com a estirpe UFLAO02-73, sendo a producdo de matéria seca da
parte aérea superior aquela do tratamento que recebeu nitrogénio mineral. As
espécies M. caesalpiniaefolia e M. pigra beneficiaram-se da inoculagdo com a
estirpe UFLAO02-71, apresentando produgdo de matéria seca de 2,23 ¢ 4,17 g
vaso™', enquanto que no tratamento ndo inoculado esta foi de apenas 0,23 ¢ 1,21
g vaso™. E. contorsiliquum mostrou resposta similar quando inoculado com as
quatro estirpes avaliadas em comparacdo ao tratamento que ndo recebeu
nitrogénio mineral. Para a espécie A. mangium, foi verificado um efeito positivo

da estirpe UFLAO1-663 quando comparado ao tratamento sem nitrogénio.
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Figura 1. Matéria seca da parte aérea das espécies estudadas, aos 90 dias apos a

semeadura e inoculada com diferentes estirpes de Cupriavidus necator.
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Os resultados evidenciam que a inoculagdo com C. necator
proporcionou beneficios para as leguminosas avaliadas, principalmente quando
foram usadas as estirpes UFLAO1-659 e UFLAO02-71 nas leguminosas M.
pudica, L. leucocephala e M. caesalpiniaefolia, indicando alta eficiéncia destas
estirpes em fixarem nitrogénio atmosférico. As demais leguminosas
apresentaram menores incrementos de matéria seca de parte aérea quando
comparadas com as espécies de leguminosas acima citadas.

No trabalho de Freire et al. (2010), a produgdo de matéria seca em L.
leucocephala foi avaliada quando inoculada com as estirpes de Sinorhizobium
fredii SEMIA 6070 e SEMIA 6153, recomendadas como inoculante para essa
espécie. Porém, diferentemente do nosso trabalho, o experimento realizado foi
conduzido em vaso de Leonard por 30 dias e o mesmo ndo utilizou testemunha
sem nitrogénio, dificultando a comparagao dos resultados.

No caso de M. pudica, plantas inoculadas com as estirpes LMG19424 de
C. taiwanensis e STM815 de Burkholderia phymatum, em solugdo nutritiva de
Jensen apods 3 semanas de cultivo, apresentaram um incremento na produgdo de
matéria seca em comparagao com o tratamento sem nitrogénio de 530% e 461%
respectivamente (Elliot et al., 2007).

Em relagdo ao teor de nitrogénio (TN) na parte aérea, os valores
variaram de 10 a 34 g kg para L. leucocephala, de 11 a 36,5 g kg para M.

caesalpiniaefolia e de 10 a 30 g kg para M. pudica. A estirpe UFLA01-659
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aumentou os teores de N para M. pudica em 20 g kg™ e para L. leucocephala em
24 g kg' e a estipe UFLA02-71 proporcionou aumentos para M.
caesalpiniaefolia de 26,5 g kg' em relagio a testemunha sem nitrogénio
mineral.

O acumulo de nitrogénio na parte aérea das sete espécies de
leguminosas também sofreu influéncia da inoculagdo com as estirpes testadas
(Figura 2). Para M. caesalpiniaefolia e M. pigra, a estirpe UFLA02-71
proporcionou maior acumulo de nitrogénio na parte aérea em relacdo as demais.
O acumulo de nitrogénio em M. pudica e L. leucocephala foi maior quando
essas foram inoculadas com a estirpe UFLAO1-659. M. acutistipula e A.
mangium apresentaram os menores valores de acimulo de nitrogénio na parte
aérea durante a condugdo do experimento. Nao houve diferenca significativa,
com relagdo ao acumulo de nitrogé€nio proporcionado pela inoculagdo com as
estirpes avaliadas, nessa tltima espécie de leguminosa. A estirpe UFLA01-659,
quando inoculada em E. contorsiliquum, proporcionou um aumento significativo
no acumulo de nitrogénio, estatisticamente superior as demais estirpes e a
testemunha sem nitrogénio.

No geral, os resultados analisados para avaliar a fixacdo de nitrogénio
com as estirpes de rizobio levam em consideragdo a atividade da nitrogenase
pelo método da redugdo do acetileno. Foi encontrado na literatura o emprego

deste teste para as espécies M. pudica (Chen et al., 2003b; Chen et al., 2005a;
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Barrett & Parker, 2006; Elliot et al., 2007); M. pigra (Chen et al., 2005b; Barrett
& Parker, 2006; Elliot et al., 2007) M. acutistipula e M. caesalpiniaefolia (Elliot
et al., 2007) ndo podendo esse método ser comparado com o actmulo de
nitrogénio na parte aérea. Para A. mangium e L. leucocephala, de modo similar
ao realizado em nosso trabalho, os autores analisaram o acimulo de nitrogénio,
que foi de 4,65 mg planta” para A. mangium inoculada com uma estirpe de
Rhizobium sp. e 5,88 ¢ 4,24 mg planta para as estirpes de S. fredii SEMIA 6070

e SEMIA 6153, respectivamente (Freire et al., 2010).
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Figura 2. Acumulo de nitrogénio na parte aérea das espécies estudadas 90 dias

dura e inoculada com diferentes estirpes de Cupriavidus necator.
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Em relagdo ao numero de ndédulos, o tratamento sem nitrogénio nao
apresentou nddulos no sistema radicular, comprovando a ndo contaminagdo
desse experimento. As espécies A. mangium e E. contorsiliquum nao nodularam
com nenhuma estirpe analisada. Apesar destas duas espécies ndo nodularem com
as estirpes de C. necator, todas as estirpes avaliadas para E. contorsiliquum ¢ a
estirpe UFLAO01-663 para A. mangium foram capazes de induzir algum
crescimento das plantas comparado com o controle com baixo nitrogénio
mineral. Uma provavel explicacdo seria a possibilidade dessas estirpes estarem
atuando como promotoras de crescimento dessas leguminosas, uma vez que o
género Cupriavidus foi segregado do antigo género Burkholderia (Sprent, 2008)
e existem alguns artigos que comprovam a eficiéncia de espécies bacterianas
deste género (Burkholderia) como promotoras do crescimento em leguminosas

(Peix et al., 2001; Garau et al., 2009; Linu et al., 2009).
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Figura 3. Numero de nédulos das espécies estudadas, aos 90 dias apos a

semeadura e inoculada com diferentes estirpes de Cupriavidus necator.

Para a espécie M. pigra, ndo houve diferenca significativa entre as

estirpes quanto ao numero de nodulos (Figura 3). As espécies M.

caesalpiniaefolia, quando inoculada com a estirpe UFLA02-71, M. acutistipula
e M. pudica, quando inoculadas com a estirpe UFLA01-659, proporcionaram a

formagdo de maiores numeros de nddulos em relagdo aos demais tratamentos. Ja
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a espécie L. leucocephala desenvolveu maior nimero de nodulos quando
inoculada com as estirpes UFLA02-73 ¢ UFLA01-663.

A quantificagdo do numero de nddulos avaliados para diferentes
leguminosas sofre uma grande variag@o nos trabalhos encontrados, até mesmo
quando se avalia uma mesma estirpe. Isto ocorre principalmente devido ao
método utilizado para o cultivo das plantas, e também de acordo com as
condi¢des ambientais nas quais os experimentos foram conduzidos, bem como o
tempo experimental empregado. Um exemplo ¢ a estirpe de C. taiwanensis
LMG19424, que quando inoculada em M. pudica e M. pigra, apresenta uma
variacdo de nuimero de nodulos por planta que vai de 12 a 235 e de 5 a 40,

respectivamente (Chen et al., 2005a; Eliot et al., 2007).
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Figura 4. Matéria seca de nddulos das espécies estudadas, aos 90 dias apos a

semeadura e inoculada com diferentes estirpes de Cupriavidus necator.

Para producdo de matéria seca de nddulos, ndo houve diferenca
significativa para as espécies L. leucocephala e M. pigra quando inoculadas com
as quatro estirpes avaliadas (Figura 4). M. caesalpiniaefolia, M. acutistipula e
M. pudica, quando foram inoculadas com as estirpes UFLA02-71, UFLA02-73 e
UFLAO01-659, apresentaram maior producdo de matéria seca de noddulos,

respectivamente.
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Nem sempre as estirpes que induziram a formag@o de um maior nimero
de nodulos contribuiram para uma maior produgdo de matéria seca desses. No
entanto, a maior produg¢do de matéria seca de nddulos proporcionou o aumento
na producdo de matéria seca da parte aérea. Para as cinco espécies de plantas
que nodularam com C. necator, a matéria seca de nodulos correlacionou-se
positivamente com a producdo de matéria seca da parte aérea (1:0,72 ; P<0,05),
porém o niimero de nodulos correlacionou-se negativamente com a matéria seca
da parte aérea (r:-0,32 a P<0,05). Sendo assim, a matéria seca de nodulos no
presente experimento demonstrou-se como um melhor pardmetro para selecdo
de estirpes em relacdio ao numero de nodulos. Correlagdes positivas e
significativas entre a massa nodular e a quantidade de N fixado biologicamente
foram relatadas também por Dobereiner et al. (1966).

Para o experimento em vaso com solo foram selecionadas as espécies L
leucocephala, M. pudica e M. caesalpiniaefolia, uma vez que estas apresentaram
os maiores incrementos de matéria seca da parte aérea no experimento de vaso
de Leonard, inoculadas com as estirpes UFLAO01-659 ¢ UFLA02-71 de C.
necator que favoreceram estes incrementos. Além disso, L. leucocephala é uma
das leguminosas arbdreas mais cultivadas do mundo, pois se adapta a diversos
tipos de solos, sendo tolerante a seca e a temperatura variavel (16 a 32°C). Além
de ser utilizada para melhoria dos solos, € aproveitada com diferentes

propositos, incluindo a produgdo de forragem e adubo orgénico (Parrota, 1992).
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O género Mimosa, além de ocupar os mais diferentes habitats, do seco ao tmido,
também tem sido relatado como sendo capaz de crescer nos mais diferentes tipos
de solo, sendo ainda uma vegetagdo predominante da caatinga e do cerrado
brasileiro (Mendonga et al., 1998).

Neste experimento, L. leucocephala e M. pudica, quando inoculadas
com a estirpe UFLA01-659 apresentaram incrementos na matéria seca da parte
aérea de 119% e 277%, respectivamente, quando comparadas com a testemunha
sem nitrogénio (Figura 5). Para M. caesalpiniaefolia, quando inoculada com a
estirpe UFLA02-71, o aumento na produgdo de matéria seca foi de 245% em
relagdo a testemunha sem nitrog€nio mineral. O incremento na matéria seca da
parte aérea de M. pudica obtido em nosso trabalho (277%) € superior aos
encontrados por outros autores que avaliaram sua simbiose com Burkholderia sp
(100%), Cupriavidus sp (164%) e Rhizobium (9%) apods 41 dias de cultivos em
vaso com solo (Barret e Parker, 2006). M. caesalpiniaefolia cultivada em vasos
com Latossolo Vermelho-Amarelo e inoculadas com a estirpe SEMIA 6167
(Burkholderia) apresentou um aumento de matéria seca de parte aérea de 20%

em relacdo ao tratamento sem inoculagdo (Burity et al., 2000).
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Figura 5. Matéria seca da parte aérea (a) e acimulo de nitrogénio (b) de trés

espécies vegetais, submetidas aos diferentes tratamentos, aos 60 dias apos a

semeadura.

Assim como observado para a producdo de matéria seca, os maiores
valores de acimulo de nitrogénio para as espécies L. leucocephala e M. pudica
foram obtidos quando essas foram inoculadas com a estirpe UFLA0O1-659. Ja a
estirpe UFLA02-71 quando inoculada em M. caesalpiniaefolia proporcionou
maior incremento no acumulo de nitrogénio na parte aérea em comparagao com
a estirpe UFLAO1-659 ¢ a testemunha sem nitrogénio.

Com relagao a matéria seca de nodulos, os tratamentos com nitrogénio e
sem nitrogénio mineral apresentaram baixos valores em relacdo aos tratamentos

inoculados (Figura 6). Para M. caesalpiniaefolia, a inoculagdo com as estirpes
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UFLAO02-71 e UFLA01-659 nao influenciou a produgao de massa de nodulos. Ja
para as espécies L leucocephala ¢ M. pudica, a inoculagdo com a estirpe
UFLAO1-659 foi a que proporcionou maior produ¢do de matéria seca de ndodulos

em relacdo aos demais tratamentos.
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Figura 6. Matéria seca de nodulos de trés espécies vegetais, submetidas aos

diferentes tratamentos, aos 60 dias ap6s a semeadura.

No ensaio em casa de vegetacdo com tubetes para avaliagdo da

eficiéncia simbiodtica da populagdo nativa de rizdbio, somente as plantas
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inoculadas com suspensdo de solo até a dilui¢do 10° apresentaram nodulos em

seu sistema radicular (Tabela 1).

Tabela 1. Matéria seca da parte aérea (MSPA)(mg tubete™) e niimero de nodulos
(NN) de Leucaena leucocephala, M. pudica e Mimosa caesalpiniaefolia,
inoculadas com diferentes dilui¢des do Neossolo Quartzarénico, utilizado no

experimento para conferir o efeito da simbiose no experimento anterior.

Tratamentos Leucaena Mimosa pudica Mimosa
leucocephala caesalpiniaefolia
MSPA NN MSPA NN MSPA NN

10" 130b 22,67 a 105b 30,67 170 b 2733 a
a

107 127b 12,00 b 98b 16,67 130 ¢ 21,00 a
b

10° 118 b 433 ¢ 70¢c  6,33c¢ 110 ¢ 9,33b

10" 80 ¢ 0,00d 40c 0,00d 6l1d 0,00 ¢

107 70 ¢ 0,00d 33¢  0,00d 53d 0,00 ¢

10° 60 ¢ 0,00d 30c  0,00d 50d 0,00 c

S/N 60 c 0,00d 30c  0,00d 40d 0,00 ¢

C/N 630 a 0,00d 540a 0,00d 620 a 0,00 ¢

Letras iguais indicam médias de um mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. S/N= sem nitrogénio; C/N= com nitrogénio.
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As inoculagdes de suspensdo de solo até a diluigdo de 107 foram
capazes de promover o aumento na produgdo de matéria seca da parte aérea das
trés espécies estudadas, quando comparadas com as testemunhas que nao
receberam nitrogénio. A populagdo de rizébio calculada pelo método das
diluigdes sucessivas variou de 9,1 x 10" a 1,90 x 10’ rizobios g solo™ para L.
leucocephala; 1,96 x 10% a 4,3 x 10° rizobios g solo™ para M. pudica e 1,58 x 10°
a 3,5 x 10’ rizobios por g solo” para M. caesalpiniaefolia, podendo ser esta
populagdo considerada alta. A populagdo nativa apresentou um alto ntimero de
células, tendo sido eficiente em fixar nitrogénio atmosférico para aumentar a
producao de matéria seca da parte aérea, nas trés espécies vegetais. Além disso,
as estirpes nativas podem competir com as estirpes introduzidas por sitios de
infeccdo nas plantas hospedeira, podendo ser formados nédulos por ambas as
estirpes. Se parcela significativa dos nddulos forem formados pela estirpe
introduzida (eficientes), a contribuicdo da fixa¢do bioldgica de nitrogénio ndo
sera afetada.

A habilidade de interagdo simbidtica com legumes no processo de
fixacdo biologica de nitrogénio era, até 2001, descrita como pertencente apenas
aos géneros bacterianos da classe das o-proteobactérias. No entanto, com a
descri¢do de duas estirpes noduliferas do género Burkholderia pertencentes a
classe B-proteobactéria, os rizobios passaram a ser incluidos em duas linhagens

filogenéticas distintas (Moulin et al., 2001). Outra espécie, Cupriavidus
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taiwanensis, também pertencente ao grupo das B-proteobactérias, foi descrita
como simbionte dominante dos legumes Mimosa pudica e Mimosa diplotricha
em Taiwan (Chen et al., 2003a), demonstrando a necessidade de outros estudos
para caracterizacdo da diversidade de rizobios em diferentes populacdes de
legumes hospedeiros.

De acordo com a necessidade de demais estudos com espécies de [3-
rizobios, nosso trabalho focou na capacidade de fixacdo de nitrogénio da espécie
C. necator, em leguminosas com potencial de aplicagdo em areas degradadas.
Nossos resultados fornecem uma forte evidéncia de que C. necator funciona
como um simbionte eficiente na fixacdo de nitrogénio para as leguminosas L.

leucocephala, M. caesalpiniaefolia e M. pudica.
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Conclusées

A estirpe UFLAO01-659 proporcionou maiores aumentos na producdo de
matéria seca da parte aérea em Mimosa pudica e Leucaena leucocephala e nas
espécies Mimosa caesalpiniaefolia e Mimosa pigra a estirpe UFLAO1-71 foi
mais eficiente em vaso Leonard;

A estirpe UFLA02-71 foi eficiente no processo de fixacao bioldgica de
nitrogénio em Mimosa caesalpiniaefolia ¢ a estirpe UFLA01-659 foi eficiente
em Mimosa pudica e Leucaena leucocephala em vaso com solo;

As estirpes UFLA02-71 ¢ UFLAO01659 foram altamente competitivas
com os rizdbios nativos do solo, favorecendo o crescimento das espécies

Mimosa caesalpiniaefolia, Mimosa pudica e Leucaena leucocephala.
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ARTIGO 3: Efeito de amenizantes em solo contaminado com zinco e
cadmio sobre a fixacio biologica de nitrogénio em leguminosas inoculadas

com estirpes de Cupriavidus necator.

Normas da Revista Journal of Hazardous Materials

Resumo - A preocupacdo com a contaminagdo do meio ambiente por metais
pesados em areas de mineragdo vem crescendo a cada dia, e nesse contexto, a
fitorremediacdo dessas areas tem sido tema de relevancia atual para pesquisa.
Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de estirpes de
Cupriavidus necator, em simbiose com diferentes leguminosas em solo
contaminado com Zn, Pb, Cd e Cu, ap6s a aplicagdo de materiais inorganicos
com caracteristicas amenizantes. Os amenizantes calcario e silicato de calcio
quando utilizados, proporcionaram aumentos significativos no pH e redugdo na
disponibilidade de Zn e Cd na solugdo do solo. Essa redugdo de Zn e Cd
proporcionou uma melhor nodulagéo das trés espécies nos diferentes niveis de
contaminacao (5, 10, 15 e 20%). O aumento da nodulacdo no sistema radicular
pela estirpe UFLA01-659 em Leucaena leucocephala e Mimosa pudica, e pela
estirpe UFLA02-71 em Mimosa caesalpiniaefolia aumentaram efetivamente os
teores de nitrogénio em 26, 30 e 29 g kg'', respectivamente na parte aérea das

plantas. Os resultados deste trabalho demostram que a combinagdo entre
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rizobios-leguminosas-silicato pode representar um fator chave para a

recuperagdo de areas contaminadas por metais pesados.

Termos para indexacio: Areas degradadas, fixagdo bioldgica de nitrogénio, p-

proteobactéria, silicato.

ABSTRACT

The worrying about environmental contamination by heavy metals in mining
areas is growing every day, and in this context, the phytoremediation of these
areas has been a topic of current relevance for research. Therefore, the objective
of this study was to evaluate the effectiveness of strains of Cupriavidus necator,
in symbiosis with various legumes in soil contaminated with Zn, Pb, Cd and Cu,
after application of inorganic materials with ameliorating effects. The
amendments lime and calcium silicate when used, provided significant increases
in pH and a reduction in the availability of Zn and Cd in the soil solution. This
reduction in Zn and Cd provided better nodulation of the three species at
different levels of contamination (5, 10, 15 and 20%). The increase in root
nodulation by strain UFLAO1-659 in Leucaena leucocephala and Mimosa
pudica, and in Mimosa caesalpiniaefolia by the strain UFLA02-71 effectively
increased the nitrogen at 26, 30 and 29 g kg-1 respectively in the shoots of these
legumes. The results of this study demonstrate that the combination of rhizobia-
legume-silicate can be a key factor for the recovery of contaminated areas by

heavy metals.

Key words: Degradated areas, biological nitrogen fixation, P-proteobacteria,

silicate
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Introducio

A contaminagdo por metais pesados como cadmio, cobre, chumbo ¢
zinco no solo, provenientes de atividades de mineracdo, causa sérias
consequéncias ambientais e impactos a saude publica devido a sua toxicidade e
capacidade de bioacumulagdo (Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007). Nesses
solos, para que ocorra o crescimento de plantas, torna-se necessario, portanto, a
reducdo da disponibilidade desses metais (Kumpiene et al., 2008).

Nesse contexto, a aplicacdo de amenizantes atua de maneira benéfica
por mitigar a fitotoxidez desses elementos, a fim de reduzir o risco de
contaminacdo das aguas subterraneas, a absor¢do pelas plantas, e a exposigdo a
organismos vivos, propiciando condigdes para o desenvolvimento da vegetagao
(Castaldi et al., 2005; Tandy et al., 2009). Varios materiais amenizantes tém sido
estudados nas mais diversas condi¢des, a exemplo de fosfatos, calcario, 6xidos
de Fe e Mn, aluminossilicatos, argilas e escorias e materiais orgénicos, como
lodos (Walker et al., 2003; Li et al., 2008; Accioly et al., 2009; Ribeiro Filho et
al., 2011). Em geral, materiais com alta capacidade de retencdo superficial
fornecem efeitos mais duradouros e estaveis (Ribeiro Filho et al., 2011). A
aplicacdo de calcario ¢ considerada a técnica mais antiga e mais utilizada para
imobilizar metais no solo, mas seu efeito tem uma baixa longevidade e esta
pratica precisa ser repetida, com altas taxas de aplicagdo para permanecer efetiva

(Ribeiro-Fillho et al., 2011). Silicatos de calcio e magnésio também podem ser
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compostos efetivos na reducdo da fitotoxidade de metais no solo, uma vez que o
silicio ¢ mediador de efeitos na nutrigdo de plantas e na tolerancia a metais
(Chen et al., 2000; Cheng & Hseu, 2002; Ma, 2004; Shi et al., 2005; Accioly et
al., 2009; Ribeiro-Filho et al., 2011).

Além da utilizagdo de compostos amenizantes, as interagdes
mutualisticas entre bacterias fixadoras de nitrogénio e leguminosas nestes solos
contaminados podem desempenhar papel de grande importancia na restauragao
desses ecossistemas (Van der Heijden et al., 2006). Apesar de altas
concentragdes de Zn e Cd poderem limitar a nodulagdo (Trannin et al., 2001;
Chaudhary et al., 2004) ou inativar a fixacdo bioldgica de nitrogénio devido a
formagdo de nodulos ineficientes (McGrath et al., 1988), alguns trabalhos tém
revelado que certas associagdes simbioticas podem ser eficientes na fixagdo de
nitrogénio em solos contaminados (Giller et al., 2009). Assim, a selecdo de
associacOes simbidticas entre bactérias fixadoras de nitrogénio e leguminosas
tolerantes a metais pesados se reveste de grande importancia para o acumulo de
nitrogénio e aumento de matéria organica no solo, uma vez que os solos
contaminados tendem a apresentar baixos teores de matéria organica. Em
trabalhos realizados com a simbiose entre Mesorhizobium metallidurans e a
leguminosa Anthyllis vulneraria em solo contaminado com Zn, Cd e Pb, foi
possivel observar um aumento significativo dos niveis de nitrogénio total na

planta e no solo (Frérot et al., 2006; Mahieu et al., 2011). Outra bactéria isolada
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de areas de mineragdo capaz de tolerar altas concentragdes de metais pesados ¢é a
espécie Cupriavidus metallidurans, que tem sido considerada como espécie
modelo na tolerancia a metais (Mergeay et al. 2003; Vaneechoutte et al. 2004),
nodulando eficientemente a espécie hospedeira Mimosa pudica (Chen et al.,
2008).

Diante do exposto, pode-se notar que a combinagdo de amenizantes,
bactérias fixadoras de nitrogénio e leguminosas tolerantes ao acimulo de metais
compde-se de uma alternativa promissora para reabilitacdo de solos degradados
por atividade de mineragdo. Além do mais, sdo poucos os trabalhos que t€m
explorado até o momento a capacidade benéfica dessas interacdes. Com isso, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de estirpes de Cupriavidus
necator, em simbiose com diferentes leguminosas em solo contaminado com Zn,
Pb, Cd e Cu, apos a aplicacdo de materiais inorginicos com caracteristica

amenizante.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, no Departamento
de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, no periodo de Fevereiro
a Abril de 2011. As leguminosas estudadas foram Leucaena leucocephala,
Mimosa pudica e Mimosa caesalpiniaefolia, sendo que cada espécie constituiu

um experimento.
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O experimento foi conduzido em esquema fatorial (5 x 3) em
delineamento inteiramente casualisado (DIC), com 3 repeticdes, onde foram
analisados cinco niveis de contaminag¢do combinados com dois amenizantes e
um controle sem amenizante. Os niveis de contaminagdo foram obtidos pela
mistura de solo multi-contaminado por Zn, Cu, Pb e Cd, coletado em area de
rejeito da Votorantim Metais-VM, com um solo ndo contaminado, coletado em
cerrado nativo na regido de Paracatu-MG, de modo a se obter entre eles
proporgdes de 0; 5; 10; 15 e 20% (v/v). As misturas de solos foram colocadas
em vasos de polietileno de 1,5 dm™ e procedeu-se a calagem com calcario
dolomitico (PRNT 100%, 14% de MgO e 35% de CaO) para elevar o pH do solo
a valores proximos de 6,0.

As doses dos amenizantes calcario (60 g vaso™) e silicato de calcio (6,4
g vaso') empregadas neste estudo foram definidas a partir de trabalhos de
Accioly et al. (2004) e Accioly et al. (2009), cujas doses proporcionaram
beneficios para o crescimento do eucalipto no mesmo solo empregado no
presente estudo. Apds a aplicagdo do silicato de célcio e do calcario dolomitico,
o solo foi homogeneizado e incubado por 30 dias, com umidade em torno de
60% do VTP; sendo posteriormente retiradas amostras de cada vaso para
determinagdo dos metais pesados, pelo extrator Mehlich-1 (Tabela 1) e por

solucdo de solo.
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Tabela 1. pH do solo, teores de Ca ¢ Mg (cmol, dm™), P, Zn, Cu, Cd ¢ Pb (mg
dm™) extraidos por Mehlich-1, e silicio extraido em CaCl2 0,0025 mol L-1 ,
apos aplicagdo de calcario dolomitico e silicato de calcio, antes do transplantio

das mudas para os solos com diferentes niveis de contaminagao.

Sem amenizantes

Doses* pH Ca Mg P Zn Cu Cd Pb Si
0 6.3 3.0 1.1 30,7 29 2.0 0.8 0.9 2,9
5 5.1 1.2 0.8 3,7 985.3 91.4 7.5 15.7 4.4
10 5.5 1.7 1.0 5,2 2222.8 199.3 16.9 39.9 5,4
15 5.5 1.8 0.8 8,9 3336.0 3592 273 45.5 5,9
20 5.7 1.6 0.8 9,6 3920.7 4159 304 62.6 6,4
Calcario dolomitico

pH Ca Mg P Zn Cu Cd Pb Si
0 7.9 8.7 1.3 5,2 0.7 1.4 0.3 0.6 3,7
5 7.9 8.6 1.1 4,6 821.2 78.9 6.3 10.4 3,9
10 7.3 8.3 1.0 5,9 13919 150.2 14.1 27.8 4,8
15 7.6 7.9 1.1 7,5 2153.8 246.5 229 30.2 5,5
20 7.8 8.2 0.9 7,2 2284.1 2523 258 35.1 4.8

Silicato de calcio

pH Ca Mg P Zn Cu Cd Pb Si
0 7.1 5.4 2.0 4.6 0.9 2.0 0.4 0.5 10,6
5 7.9 8.7 1.2 4,6 747.5 62.9 5.8 8.4 11,3
10 7.3 5.8 2.0 10,0 2045.0 189.0 16.6 32.6 13,7
15 7.2 6.0 2.0 11,5 2620.0 306.1 24.7 41.6 10,7
20 7.9 5.7 1.9 10,5 33295 3525 28.6 51.6 12,4

*percentagem de solo contaminado na mistura.

As sementes foram submetidas a tratamento quimico para quebra de
dorméncia seguindo procedimentos adequados para cada espécie e em seguida,
foram lavadas com agua destilada esterilizada e semeadas. As mudas foram
formadas em bandejas com areia e vermiculita esterilizadas, sendo
transplantadas duas mudas por vaso, 20 dias ap6s a germinagdo das sementes.
Foi feita adubacdo de plantio de 200 mg kg™ de P, 200 mg kg™ de K ¢ 0,8 mg
kg de B, e a adubagio nitrogenada foi realizada com a inoculagio da estirpe de

Cupriavidus necator UFLA01-659 (Florentino et al.,2009; Silva 2009) para
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Leucaena leucocephala e Mimosa pudica, ¢ com a estirpe UFLA02-71
(Florentino et al.,2009; Silva 2010) para Mimosa caesalpiniaefolia, devido a alta
eficiéncia simbidtica e tolerancia a Zn e Cd como discutido no capitulo anterior.
Durante o transplantio das mudas, foi realizada a inoculagdo com as estirpes de
C. necator previamente crescidas em meio LB (5 g L NaCl, 5 g L extrato de
levedura, 10 g L™ triptona), num periodo de dois dias sob agitagdo constante a
28 °C. Um mililitro de inéculo contendo cerca de 1x10° células bacterianas foi
inoculado no sistema radicular das mudas.

Ao final de 60 dias ap6és o transplantio, determinou-se o didmetro do
colo e a altura das plantas que, em seguida, foram colhidas, cortando-se a parte
aérea rente ao solo, sendo o material colhido lavado com agua destilada. As
raizes foram separadas do solo, lavadas em agua corrente até a completa
remocao do mesmo e posteriormente lavadas com uma solugao de HCI 0,1 mol
L' e, finalmente, lavadas em agua destilada. Foi determinado o numero de
noédulos e a matéria seca de nodulos. A parte aérea e as raizes foram secas em
estufa com circulagdo forgada de ar, a 60-70°C, até atingir peso constante.

O material foi digerido em um tubo digestor usando HNOj; segundo a
metodologia de USEPA 3050B. A concentracdo dos metais foi determinada por
um espectrofotometro de absor¢do atomica, Perker Elmer Analyst 300. O
controle e a garantia da qualidade dos resultados das analises de Cd e Zn foram

assegurados pelo uso de material de referéncia BCR Lichen proveniente do
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Institute for Reference Material and Measurements - European Commission
(IRMM) em cada bateria de analise, bem como de uma amostra em branco. Os
resultados obtidos foram satisfatorios, com recuperagdo de 78% para Cd e de
84% para Zn.

As habilidades de absor¢do e translocacdo de Cd e Zn pelas plantas
foram mensuradas por meio dos fatores de bioacumulagdo (FB) e do indice de
translocagdo (IT), que sdo definidos como a concentragdo do elemento na planta
em relacdo a concentracdo do elemento no solo e a quantidade do elemento na
parte aérea em relagdo a quantidade total do elemento na planta,
respectivamente. Para os calculos dos fatores de bioacumulagdo, foram
utilizadas as concentragdes dos elementos presentes na solucao do solo.

FB = [Metal] parte aérea/ [Metal] solugdo do solo

IT = [Metal] parte aérea/ [Metal] raizes

Os dados foram submetidos a analise de variancia, por meio do uso do
programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2003), e as equacdes de regressao
foram determinadas pelo melhor ajuste, por meio do programa Table Curve 2D
for Windows v. 5.01 (SYSTAT Software Inc). Posteriormente, os atributos
analisados foram submetidos a anélise de componentes principais (ACP), com o

auxilio do programa CANOCO versao 4.5 (Ter Braak & Smilauer, 1998).
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Resultados e Discussao

Efeito dos amenizantes no pH e na disponibilidade de Zn e Cd.

Nos diferentes niveis de contaminagdo, quando ndo houve a aplicagdo de
silicato ou calcario, o pH do solo variou de 5,0 a 6,0 (Tabela 1). Entretanto,
quando foi aplicado calcario e silicato, o pH do solo atingiu valores superiores a
7. A aplicagdo de calcario proporcionou maiores redugdes de Zn e Cd no solo
extraidos pela solu¢cdo de Mehlich-1 em relagao ao silicato. Apesar do calcario e
do silicato terem apresentado capacidade de reduzir os teores de Zn e Cd no
solo, a utilizagdo do extrator Mehlich-1 pode disponibilizar esses metais ligados
a hidroxidos e carbonatos que ndo estariam disponiveis as plantas, podendo
superestimar os teores destes metais pesados em solos contaminados que
receberam elevadas doses de calcario e silicato.

Os valores de pH determinados na solugdo do solo em fungdo dos
diferentes niveis de contaminac¢do para as amostras nao tratadas e contendo os

amenizantes calcario e silicato encontram-se na figura 1.
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Figura 1: Valores de pH determinados na solugdo do solo extraida apos a
incubacao com os amenizantes silicato e calcario.

Foi possivel notar o elevado poder neutralizante do calcario e do silicato,
visto que as curvas que representam esses tratamentos estdo com valores de pH
bem superiores aqueles da curva do tratamento sem amenizante. Estudos
realizados por Accioly et al. (2004, 2009) demonstraram que a aplicagdo de
diferentes doses de calcario e silicato em solo contaminado com niveis distintos
de Zn e Cd também acarretaram em aumentos significativos dos valores de pH.
Tendo em vista a influéncia do pH sobre a disponibilidade dos elementos
quimicos, inclusive o Cd e o Zn, ressalta-se que esses resultados de aumento de
pH atuaram de maneira expressiva na disponibilidade ou concentragdo desses

elementos catidénicos em solugdo (Figura 2).
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Através da figura 2 verificou-se inicialmente, que a concentragdo de Zn
determinada na solucdo dos solos foi superior a de Cd, mais especificamente,

100 vezes maior, o que resultou em uma relacdo Zn/Cd de 100/1.

(A) (8)
_ . i = - 2 (R2=
25 Sem amenizante y = -0,1239 + 1,2216x - 0,0086x¢ (R? = 0,99) 2500 —e— Sem amenizante y = -3,5059 + 218,5324x - 5,2158x2 (R2=0,98)
. O Calcario *ns L4
O Calcério *ns
v Silicato *I
20 4 ilicato *ns °

¥ Silicato *ns
2000 o

15 4

1500

101 1000 4

Concentragéo de Zn (umol kg")

500

Concentragéo de Cd (umol kg")

®
0 2 9 L y 0 v * ¥ ¥

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Niveis de contaminacéo (%) Niveis de contaminacao (%)

Figura 2. Concentracdo de Cd (A) e Zn (B) determinada na solu¢do do solo

extraida apds a incubagdo dos amenizantes com os solos. * nao significativo

Foi possivel notar para os tratamentos sem amenizante, que a medida em
que se aumentaram os niveis de contaminagao, os teores, tanto de Cd quanto de
Zn, foram progressivamente aumentados. Entretanto, observou-se que, quando
foram aplicados os amenizantes (calcario ou silicato), a disponibilidade de Zn e
Cd foi reduzida significantemente, obtendo-se concentragdes proximas de zero
para os dois cations, independentemente do nivel de contaminagdo existente.
Tais resultados corroboram com os encontrados por Ribeiro Filho et al. (2011)

quando aplicaram silicato em solo contaminado por Zn e Cd.
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Além de processos como o de adsorgdo, que pode estar ocorrendo
quando se aplicam os amenizantes, essa elevada eficiéncia em reduzir a
disponibilidade dos cations foi alcangada devido ao grande poder neutralizante
do calcario e do silicato (Figura 1), pois, como ja ressaltado, o aumento do pH
diminui consideravelmente a disponibilidade de elementos catidnicos, a exemplo

do Zn e Cd.

Nodulacio

O numero de nodulos nas raizes das trés espécies foi significativamente
(P<0,05) influenciado pelos amenizantes e niveis de contaminagdo e pela
interagdo desses fatores.
O numero de nodulos nos tratamentos que ndo receberam amenizantes, com o
aumento dos niveis de contaminagdo apresentaram uma redugdo significativa
para as trés espécies testadas (Figura 3). O niimero de noédulos apds aplicagdo de
calcario nos diferentes niveis de contaminagdo, ndo apresentou um ajuste
matematico adequado para Leucaena leucocephala e Mimosa caesalpiniaefolia.
Entretanto, apds a aplicagdo de calcario e silicato nos diferentes niveis de
contaminacao, houve um aumento no numero de noédulos nas trés espécies. As
espécies M. caesalpiniaefolia e M. pudica apresentaram melhor formagdo de
noédulos em seu sistema radicular quando foi aplicado silicato no solo. No nivel

de 20% de contaminagdo a aplicagdo de silicato proporcionou aumento no
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namero de noédulos de 1250, 1100 e 1000% para Leucaena leucocephala, M.
pudica e M. caesalpiniaefolia respectivamente. A aplicagdo de silicato, além de
reduzir a disponibilidade de Zn e Cd em solugdo (Figura 1), aumentou a
disponibilidade de fésforo (Tabela 1) quando comparado ao calcario nos
diferentes niveis de contamina¢do, o que pode ter contribuido para uma melhor
nodulagdo. Como a fixacao bioldgica de nitrogénio € um processo que demanda
grande quantidade energética, a maior disponibilidade de foésforo contribui para
uma melhor formagao ¢ desenvolvimento dos nédulos, aumentado sua atividade

e causando simultdneos aumentos nesse processo (Sa & Israel, 1991).
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Mimosa pudica
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Figura 3. Namero de nodulos em Leucaena leucocephala, Mimosa pudica e
Mimosa caesalpiniaefolia em diferentes niveis de contaminagio tratados com
calcario, silicato de calcio e sem amenizante. * Significativo a 5% de

probabilidade.
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Matéria seca da parte aérea e sintomas de toxidez

Quanto a produgdo de matéria seca da parte aérea, nos solos sem
aplicacdo de amenizantes, L. leucocephala, M. pudica ¢ M. caesalpiniaefolia
tiveram sua producdo de matéria seca reduzida com o aumento dos niveis de
contaminacao (Figura 5). Ambas as espécies cultivadas em solo sem a aplicagao
de amenizantes apresentaram alguns sintomas de fitoxidez como: redugdo do
crescimento, clorose foliar seguida de necrose e morte apical induzindo
brotamento lateral, que evoluiram até os 60 dias de condugdo do experimento
(Figura 4). O fato das plantas estarem absorvendo Zn e Cd continuamente
resulta em surgimento de efeitos fitotoxicos provocados por esses metais além

de disturbios fisiologicos (Cunha et al., 2008; Accioly et al., 2009).
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Figura 4. Sintomas de toxidez associados a Zn e Cd na parte aérea de Leucaena
leucocephala (A), Mimosa caesalpiniaefolia (B) e Mimosa pudica (C) aos 15

dias de cultivo no nivel de 20% de contaminacéo.

O melhor desenvolvimento das plantas nos diferentes niveis de
contaminacdo foi verificado quando houve a aplicagdo de silicato no solo. A
aplicagdo de silicato proporcionou aumentos na producdo de matéria seca da
parte aérea em 850, 1229 e 410% para L. leucocephala, M. pudica e M.
caesalpiniaefolia respectivamente, no nivel de 20% de contaminagdo em
comparagdo ao tratamento sem amenizante. A adi¢do de calcario proporcionou
um aumento na produ¢do de matéria seca da parte aérea a medida que os niveis

de contaminagdo foram aumentados. A baixa produgdo de matéria seca da parte
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aérea no nivel de 0% de contaminagdo pode estar relacionada ao aumento do pH
apos a aplicagdo dos amenizantes, causando assim uma baixa disponibilidade de
micronutrientes catidnicos. No nivel de 20% de contaminagdo a aplicagdo de
silicato aumentou a producdo de matéria seca da parte aérea em 76% para L.
leucocephala e em 182% para M. pudica em relagdo ao mesmo nivel de
contaminacdo quando foi feita a aplicagdio de calcario. Ja para M.
caesalpiniaefolia a aplicagdo de calcario proporcionou um aumento de 28% na
matéria seca da parte aérea em relagdo ao silicato.

Estudo semelhante a este foi conduzido em um experimento no qual
utilizaram-se diferentes doses de carbonato, gesso, vermicomposto, serragem ¢
silicato, em solo contaminado com Zn, Cd, Cu e Pb. Foi possivel verificar
alteragdes na disponibilidade dos metais no solo devido aos efeitos diferenciados
dos tratamentos e também que o carbonato e o silicato estdo entre os materiais
mais eficazes em reduzir a disponibilidade dos metais, especialmente de Cd e
Zn, para Mimosa caesalpiniaefolia e Mostarda (Sinapis arvensis L.) (Ribeiro-
Filho et al., 2001; 2011).

A toxidez de metais pesados em solos contaminados pode reduzir o
desenvolvimento de plantas. No entanto, a utilizagdo de amenizantes, como o
calcario, silicato e outros, pode possibilitar o desenvolvimento de plantas por
meio da reducdo da toxicidade desses elementos. Accioly et al. (2004; 2009) e

Ribeiro-Filho et al. (2011) constataram os efeitos da aplicagdo de calcario e de
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silicato sobre a disponibilidade de Zn e Cd, e sobre os seus teores na parte aérea
e crescimento das plantas, indicando o potencial desses corretivos como agentes

amenizantes da toxidez de Cd e Zn em solos contaminados.

Leucaena leucocephala . .
2 Mimosa pudica
A y=169 -1,59%(1-Exp(-0,74x)) R2=0,99*“=0,99% R >
) y=2,03 -1,95(1-Exp(-0,45x)) R2=0,98*=0,98*
" y=0,12+0,014x R2=0,96*“=0,96* = NS

) 2 52 3 r2

y=0,96+0,011x-0,001x2 R2=0" R“=0,87* ° y:l,05+0,06)<-0,01>Q+O,0002+0,0004x R“=0,88*

Matéria seca da parte aérea (g \aso'l)

Mimosa caesalpiniaefolia
5 y=147-138(1-Exp(-0,61x) R?=0,98*
" y=0,04+0,03x R2=0,97*
®  y=0,74+0,04x-0,003x2 R?=0,78*

Matéria seca da parte aérea (g vaso'l)

Niveis de contaminag&o

cecefeeee Sem amenizantes — -8 —  Calcario —@——  Silicato Ca

Figura 5. Matéria seca da parte aérea em Leucaena leucocephala, Mimosa
pudica e Mimosa caesalpiniaefolia em diferentes niveis de contamina¢do em

solos tratados com calcario, silicato de calcio e sem amenizante.
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Fixacio de nitrogénio

Em relagdo ao teor de nitrogénio (TN) na parte aérea, os valores
variaram de 29 a 36 g kg” para L. leucocephala, de 32 a 39 g kg para M.
caesalpiniaefolia ¢ de 26 a 40 g kg™ para M. pudica nos diferentes niveis de
contamina¢do. Quando houve a aplicagdo de silicato no nivel de 20% de
contaminagdo, o teor de nitrogénio para M. pudica foi de 29 g kg™, para L.
leucocephala foi de 26 g kg™ e para M. caesalpiniaefolia foi de 25,5 g kg™

Quanto ao acumulo de nitrogénio na parte aérea, as trés espécies ndo
apresentaram sintomas de deficiéncias de nitrogénio nos diferentes niveis de
contaminac¢do com ou sem a aplicagdo de amenizantes. Em alguns tratamentos, a
baixa produ¢do de matéria seca da parte aérea impossibilitou a analise dos teores
de nitrogénio, o que ndo permitiu a interpretacdo dos dados relativos aos seus
acumulos (Tabela 2). No tratamento sem amenizantes e no nivel de 0% de
contaminacdo, devido as melhores condi¢des quimicas do solo para o
estabelecimento das simbioses, houve um maior acimulo de nitrogénio na parte
aérea das trés espécies. A aplicacdo de silicato nos diferentes niveis de
contaminacdo proporcionou melhores condi¢gdes para formagao de nodulos nas
trés espécies, refletindo assim em maiores acimulos de nitrogénio na parte

aérea, em relagdo aos tratamentos que receberam calcario.
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Tabela 2. Acamulo de nitrogénio (mg planta™) na parte aérea das espécies
Leucaena leucocephala, Mimosa pudica e Mimosa caesalpiniaefolia em solos
com diferentes niveis de contaminac¢do tratados com calcario, silicato de calcio e

sem amenizante.

0 5 10 15 20
Leucaena leucocephala
Samenizantes 571 0,41 ND ND ND
Calcério 0,48 0,62 0,77 1,04 1,37
Slicato Ca 3,09 3,43 3,32 2,83 2,76
Mimosa pudica
Samenizantes 6,57 0,8 ND ND ND
Calcario ND ND 0,73 0,96 1,15
Slicato Ca 3,67 3,9 3,19 2,97 3,42
Mimosa caesalpiniaefolia
S amenizantes 4,92 0,57 0,46 ND ND
Calcério ND 0,47 112 1,62 2,21
Slicato Ca 2,53 2,58 3,45 2,37 1,86

ND- ndo determinado pela falta de material vegetal para analise de N

A presenga de alta concentragdes de Cd e Zn nos solos reduz
significativamente o nimero de células viaveis de rizobios, comprometendo o
processo de nodulagdo ¢ a taxa de nitrogénio fixado (Broos et al. 2004; 2005;
Mabhieu et al., 2011). Em ervilha e fava, quando inoculadas com estirpes de
Rhizobium leguminosarum bv. vicea, em solos com teores variando de 336 a 614
mg kg de Zn, o processo de nodulagdo e consequentemente a quantidade de
nitrogénio fixado foram afetados (Obbard & Jones 2001). No presente trabalho,
os teores totais de Zn e Cd no solo variaram de 22 a 5180 mg kg™ de Zn e de

0,32 a 29 mg kg de Cd, teores esses que afetaram o processo de nodulagio e
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fixacdo biologica de nitrogénio quando ndo foi aplicado calcario ou silicato nos

diferentes niveis de contaminagao.

Efeito dos amenizantes na absorcio de Zn e Cd

O teor de Zn e Cd na parte aérea de L. leucocephala, M. pudica e M.
caesalpiniaefolia foi reduzido significativamente apos a aplicag@o do calcario e
de silicato nos diferentes niveis de contaminagdo (Tabela 3). O teor de Zn ¢ Cd
na parte aérea das trés espécies aumentaram com a elevacdo dos niveis de
contaminac¢do, mesmo quando houve a aplicagdo desses amenizantes. Em todos
os niveis de contaminagdo, quando foi aplicado silicato e calcario, os teores de

Cd estiveram abaixo da faixa critica de toxidez que varia de 5 a 30 mg kg

(Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Apesar da reducdo dos teores de Zn na parte

aérea das trés leguminosas, quando foi aplicado silicato, os teores de Zn

em alguns tratamentos permaneceram entre 100 e 400 mg kg™, teores

considerados toéxicos para o crescimento de varias espécies (Kabata-

Pendias & Pendias, 2001). Nos tratamentos aonde foram aplicados calcario e

silicato, o teor de Zn e Cd nas trés espécies foram menores na presenga do
calcario. O calcario, no nivel de 20% de contaminagdo, proporcionou uma

reducdo no teor de Cd na parte aérea de 76, 87 e 71% para L. leucocephala, M.
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pudica e M. caesalpiniaefolia, respectivamente, em relagdo ao tratamento sem
amenizante. Considerando que as trés espécies apresentam comportamento
diferente quanto ao crescimento, a espécie M. pudica mostrou-se mais eficiente
na absor¢do de Zn e as espécies L. leucocephala e M. caesalpiniaefolia foram
mais eficientes na absor¢do de Cd, quando houve aplicagdo de silicato.

Tabela 3. Teor de Zn e Cd na parte aérea de Leucaena leucocephala, Mimosa
pudica e Mimosa caesalpiniaefolia em diferentes niveis de contaminagdo

tratados com calcario, silicato de calcio e sem amenizante.

Niveis de contaminagdo

Tratamentos 0 5 10 15 20 Regressao R?
Leucaena leucocephala

Zn mg kg
S/amenizantes 18,75 841,67 144450 16209 2122,80 Y=59,62+160,8x-3,05x" 0,98%
Calcério 1426 30,55 41,21 53,70 37,81 Y=12,52+4,98x-0,18x* 0,92*
Silicato Ca 9,29 53,53 67,74 65,31 102,06 Y=15,61+5,75%-0,09x> 0,89*

Leucaena leucocephala

Cd mg kg’
S/amenizantes 0,00 10,07 10,78 13,22 17,58 Y=1,28+1,32x -0,03x° 0,91%*
Calcario 0,00 0,48 0,74 1,03 0,32 Y=-0,02+0,12x -0,004x>  0,97*
Silicato Ca 0,00 0,67 1,34 1,70 0,22 Y=-0,17+0,29x-0,013x*>  0,83*

Mimosa pudica

Zn mg kg’
S/amenizantes 27,56 957,23 1658,12 19853 23122  Y=43,01+202,2x-4,51x° 0,99*
Calcario 16,34 56,98 78,25 96,63 65,47 Y=14,23+11,13x-0,42x>  0,96*
Silicato Ca 21,77 101,81 194,33 270,68 89,46 Y=-2,20+36,87x-1,54x>  0,80%

Mimosa pudica

Cd mg kg
S/amenizantes 0,00 8,23 13,21 17,75 19,32 Y=0,10+1,75x-0,04x" 0,99*
Calcario 0,00 0,87 1,72 2,42 0,53 Y=-0,22+0,38x-0,02x> 0,80*
Silicato Ca 0,00 0,57 091 0,38 0,47 Y=-0,02+0,16x-0,01x> 0,99*

Mimosa caesalpiniaefolia

Zn mg kg’
S/amenizantes 20,27 954,34 19964 20687 2234,1  Y=-11,80+254,1x-7,16x* 0,98*
Calcério 13,11 4334 66,68 96,70 62,75 Y=8,61+10,01x-0,35x* 0,89*
Silicato Ca 9,01 82,66 91,55 136,78 240,53  Y=2247+4,83x+0,28x*>  0,95*

Mimosa caesalpiniaefolia

Cd mg kg
S/amenizantes 0,00 12,24 15,17 17,65 19,65 Y=1,01+2,09x-0,06x 0,96*
Calcério 0,00 0,98 1,61 2,34 0,38 Y=-0,15+0,34x-0,014x>  0,85*
Silicato Ca 0,00 0,25 1,79 2,37 0,81 Y=-0,36+0,34x-0,013x*>  0,71*

* Significativos a 5% pelo teste de F, (P<0,05).
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Os efeitos da aplicagdo dos amenizantes nos diferentes niveis de
contaminagéo sobre o teor de Zn e Cd nas raizes de L. leucocephala, M. pudica e
M. caesalpiniaefolia estdo reportados na Tabela 4. Verificou-se que os teores de
Zn e Cd nas raizes das trés espécies foram superiores aos verificados na parte
aérea das plantas. Os teores de Zn e Cd nas raizes das espécies avaliadas
aumentaram quando houve a aplicagdo de silicato nos diferentes niveis de
contaminac¢do em relacdo ao calcario. Existem varias estratégias pelas quais o
silicato afeta a resisténcia a metais pesados em diferentes espécies de plantas.
Em algumas plantas, o silicato pode reduzir a toxicidade através da precipita¢do
do Si e metais como o Zn (Neumann et al., 1997; Neumann & zur Nieden,
2001), ou por aumentar o acimulo de Cd nas raizes, restringindo o transporte de
Cd para a parte aérea da planta (Shi et al., 2005), uma vez que a deposi¢ao fisica
do silicio reduz a porosidade da parede celular dos tecidos internos da raiz
oferecendo mecanismos que dificultam o transporte de Cd (Shi et al., 2005;

Zhang et al., 2008).
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Tabela 4. Teor de Zn e Cd nas raizes de Leucaena leucocephala, Mimosa pudica
e Mimosa caesalpiniaefolia em solos com diferentes niveis de contaminagdo

tratados com calcario, silicato de calcio e sem amenizante.

Niveis de contaminagdo

Tratamentos 0 5 10 15 20 Regressao R’
Leucaena leucocephala

7Zn mg kg’!
S/amenizantes 33,16 1553,5 3531,8 43534  5632,8  Y=-12,9+373,6x-4,68x°  0,99*
Calcario 20,16 75,9 177,31 5584 391,2 Y=-24,1433,99x-0,48x>  0,75*%
Silicato Ca 12,34 14947 2128 445,1 728,9 Y=30,02+8,16x+1,32x>  0,98*

Leucaena leucocephala

Cd mg kg'!
S/amenizantes 0,00 16,25 40,62 76,08 92,27 Y=-2,26+426x=0,03x"  0,98%
Calcario 0,00 8,15 16,55 45,90 27,04 Y=-3,56+3,73x-0,09x> 0,73*
Silicato Ca 0,00 16,70 25,23 31,23 44,34 Y=1,47+2,62x-0,03x> 0,98*

Mimosa pudica

Zn mg kg'!
S/amenizantes 36,8 17543 38318 51534 63268 Y=-38,61424,96x-53x"  0,99*
Calcario 23,45 86,43 721,69 95445 4163 Y=-119,5+124,8x-4,6x  0,71*
Silicato Ca 32,22 624,5 897,7 1180,2  1628,7  Y=83,18+90,87x-0,80x’  0,98*

Mimosa pudica

Cd mg kg™
S/amenizantes 0,0 14,3 42,3 59,9 80,3 Y=-1,62+4,02x+0,005x°  0,99*
Calcario 0,0 7,4 18,3 32,5 27,34 Y=-1,97+2,84x-0,06x> 0,92%
Silicato Ca 0,0 19,2 27,5 39,4 51,2 Y=1,34+3,09x-0,03x* 0,98*

Mimosa caesalpiniaefolia

Zn mg kg’!
S/amenizantes 26,6 18942 3324,8  4684,6 59823  Y=69,2+363,2x-3,46x" 0,99*
Calcario 18,6 84,1 2314 3644 516,1 Y=10,45+16,47x+0,45x>  0,99%
Silicato Ca 23,7 473,7 686,4 993,7 1088,5  Y=3531+88,18x-1,76x"  0,99*

Mimosa caesalpiniaefolia

Cd mg kg'!
S/amenizantes 0,0 41,44 63,1 89,7 145,6 Y=4,91+4,85x+0,10x 0,97*
Calcario 0,0 72 16,4 26,2 41,7 Y=0,28+1,07x+0,05x" 0,99*
Silicato Ca 0,0 38,0 53,4 91,5 79,8 Y=-1,04+8,65x-0,22x 0,95%

* Significativos a 5 % pelo teste de F, (P<0,05).

Para as plantas estudadas, no nivel de 20% de contaminagdo, os valores
dos fatores de bioacumulacao variaram de 1,5 a 301 para o Zn e de 1,9 a 8,5 para

o Cd (Tabela 5). No nivel de 20% de contamina¢do, quando nido houve a
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aplicagdo de silicato, ocorreu um aumento no fator de bioacumulagdo para Zn e
uma reducdo para o Cd nas trés leguminosas. A aplicacdo de silicato aumentou o
fator de bioacumulagdo em 802, 635 ¢ 1954% para L. leucocephala, M. pudica e

M. caesalpiniaefolia, respectivamente.

Tabela 5. Fator de bioacumulag@o da parte aérea e indice de transferéncia para
Leucaena leucocephala, Mimosa pudica e Mimosa caesalpiniaefolia no nivel de

20% de contaminacdo tratados com calcario, silicato de calcio ¢ sem

amenizante.
Leucaena leucocephala Mimosa pudica Mimosa caesalpiniaefolia
Zn
FB IT FB IT FB IT
S/amenizantes 13,9 0,38 15,1 0,37 14,67 0,04
Calcario 67,9 0,10 117,5 0,16 112,4 0,12
Silicato Ca 1254 0,14 111,0 0,05 301,6 0,22
Cd
FB IT FB IT FB IT
S/amenizantes 7,6 0,19 8.4 0,24 8,5 0,13
Calcéario 6,2 0,04 4,1 0,02 6,6 0,02
Silicato Ca 1,9 0,04 3,4 0,01 5,9 0,01

Os indices de translocagdo de Zn variaram de 0,04 a 0,22 para M.
caesalpiniaefolia de 0,05 a 0,37 para M. pudica e variaram de 0,1 a 0,38 para L.
leucocephala quando foi aplicado silicato (Tabela 5). Com relagdo ao Cd o
indice de translocagdo foi maior nos tratamentos sem a aplicagdo de amenizante
seguido pelo calcario e pelo silicato. Esse comportamento mostra certa restri¢gao
na translocacdo de Cd para a parte aérea, nas trés plantas estudadas. Os

resultados encontrados por meio desses fatores revelam que as espécies
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Leucaena leucocephala, Mimosa pudica e Mimosa caesalpiniaefolia tem alguns

mecanismos que evitam a translocacdo de Cd e Zn absorvido para a parte aérea.

Analise de componentes principais

Considerando as variaveis doses do contaminante € amenizantes, a
analise de componentes principais (APC) explicou 85, 83 e 84% da variabilidade
dos dados para L. leucocephala, M. pudica e M caesalpiniaefolia,

respectivamente. Desse total 69, 66 e 63% ¢ explicado pelo eixo 1 e 16, 17 e 21

pelo eixo 2.
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Figura 6. Analise dos componentes principais (ACP) para teores de zinco (Zn) e
cadmio (Cd) em solucdo do solo, pH, matéria seca de raiz (MSR), matéria seca
da parte aérea (MSPA), matéria seca de nodulos (MSN), numero de nddulos
(NN), teor de zinco e cadmio na parte aérea (TZnA, TCdA) e teor de zinco e
cadmio na raiz (TZnR, TCdR) para Leucaena leucocephala, Mimosa pudica e
Mimosa caesalpiniaefolia em solos com diferentes niveis de contaminagdo

tratados com calcario, silicato de calcio e sem amenizante.

Entre as espécies estudadas, verificou-se uma correlagdo negativa entre
as concentragdes de Zn e Cd em solugdo do solo, teores de Zn e Cd nas raizes e
teores de Zn e Cd na parte aérea com o pH e a matéria seca de nodulos (Figura

6). Os teores de Zn e Cd na parte aérea e nas raizes tiveram alta correlagdo



133

positiva com os teores na solucdo do solo. Ha uma tendéncia dos dados onde
houve a aplicacdo de calcario e silicato no nivel de 20% de contaminaggo de se
localizarem mais no centro dos graficos, mostrando uma baixa influéncia dos
teores de Zn e Cd em solucdo sobre as variaveis MSN, MSPA, MSR, altura e
diametro.

A adigfo de silicato mostrou-se eficiente em reduzir a fitotoxicidade de
Zn e Cd, além de melhorar a produgdo de matéria seca das plantas, nimero de
noédulos, matéria seca de ndodulos e acumulo de nitrogénio na parte aérea. Os
resultados deste trabalho demostram que a combinagdo entre rizobios-
leguminosas-silicato podem representar um fator chave para a recuperagao de

areas contaminadas por metais pesados.
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