AL
sl Gl gy
e - i,
R | i
> [
: ’;'

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

TOLERANCIA “IN VITRO” E
SOBREVIVENCIA NO SOLO DE ESPECIES
DE RIZOBIO DE LEGUMINOSAS TROPICAIS
A METAIS PESADOS

ALEXANDRE MATSUDA

2000



ALEXANDRE MATSUDA

TOLERANCIA “IN VITRO” E SOBREVIVENCIA NO SOLO
DE ESPECIES DE RIZOBIO DE LEGUMINOSAS
TROPICAIS A METAIS PESADOS

Disserta¢io apresentada a Universidade Federal
de Lavras como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia,
area de concentracio em Solos e¢ Nutrigdo de
Plantas, para obtengdo do titulo de “Mestre”.

Orientadora

Prof* PhD. Fatima Maria de Souza Moreira

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL
2000


danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo


Ficha Catalogrifica Preparada pela Divisiio de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Matsuda, Alexandre
Tolerancia “In Vitro” e sobrevivéncia no solo de espécies de rizébio de

leguminosas tropicais a metais pesados / Alexandre Matsuda. -- Lavras : UFLA,
2000. v

85 p. - il.

Orientador: Fatima Maria de Souza Moreira.
Dissertagao (Mestrado) — UFLA.
Bibliografia.

Lobress Cadmio. 4. Poluicdo do solo. 5. Rhizobium. 6.
. 7. Azorhizobium. 8. Mesorhizobium. 9. Sinorhizobium. 10.
WniverSidade Federal de Lavras. 1. Titulo.

CDD-631.46
-633.3



danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo


ALEXANDRE MATSUDA

TOLERANCIA “IN VITRO” E SOBREVIVENCIA NO SOLO
- DE ESPECIES DE RIZOBIO DE LEGUMINOSAS
TROPICAIS A METAIS PESADOS

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Lavias como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduagio em Agronomia,
area de concentragio em Solos ¢ Nutrigio de
Plantas, para obtengdio do titulo de “Mestre”.

APROVADA em 16 de margo de 2000

Prof. PhD. José Oswaldo Siqueira UFLA

Dr. Avilio Antonio Franco EMBRAPA/R]

-

Prof° PhD. Fatima Maria de Souza Moreira
UFLA
(Orientadora)

LAVRAS |
MINAS GERAIS - BRASIL


danielle
Carimbo


Ao meu pai Otto, e ad minha mde Rosa,
pela educagdo, carinho e esforgo
dedicado a minha formagdo.

DEDICO.

Aos meus irmdos, Sérgio Henrique,
Fabiana, Juliana e Ana Claudia,
pelo incentivo e carinho.

OFERECO.



AGRADECIMENTOS

A Deus, que sempre orientou meus passos;

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a Coordenaria de
Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior (CAPES) pela concessio da
bolsa de estudos, ao Departamento de Ciéncia do Solo (DCS/UFLA) pela
oportunidade de realizagio do curso ¢ 4 Companhia Mineira de Metais (CMM) —
Trés Marias-MG, pelo apoio financeiro; |

Aos professores Fatima M. S. Moreira e José Oswaldo Siqueira, pela
orientagio e ensinamentos;

As minhas sobrinhas Priscila e Vanessa, ¢ ao meu cunhado Paulo, pelo
apoio e carinho;

A minha namorada, Telma, pelo carinho, dedicagdo, convivio ¢ apoio
nos momentos dificeis;

Aos laboratoristas Marlene e Manoel, a funcioniria Adriana Soares, € 4
ex-funcionaria Claudia Ribas, pelas ajudas e amizade; ‘

A colega ¢ amiga Isabel Trannin pela liberagio de materiais, ajuda,
sugestdes, e principalmente amizade e companheirismo;

Aos colegas e amigos Marcos, Rogério, Eliane; Yané, Cliudio, Wagner,
Marco Aurélio, Divino, Diércules, Enrique, Paulo Henrique, entre tantos, pelo
convivio, sugestdes e palavras amigas;

' Aos bolsistas de iniciagdo cientifica, Rafacla, Adéio, Anderson e Adriana
Lima, pelas ajudas e companheirismo; 3

A todo o corpo docente, discente e funcionarios do Departamento de
Ciéncia do Solo que, de alguma forma, contribuiram para realizagdo deste
trabatho.

Sincemr@lente, muito obrigado!



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT
CAPITULO |
1 Introducio geral
2 Referencial Tedrico
2.1 Metais pesados no solo ..
2.2 Revegetacio de solos degradados por excesso de metais pesados ..............
2.3 Toleréincia de rizdbio e FBN a metais pesados
3 Referéncias Bibliogréficas
CAPITULO 2: Tolerfincia “in vitro” de rizébio de diferentes procedéncias a
zinco, cobre e cidmio
Resumo
Abstract
1 INrOdUGHOD .cvcvorrrnsersserssormssrnsnnmssssessssmssensasensnsras
2 Material e métodos
3 Resultados e discussdo
4 Conclusdes
5 Referéncias bibliograficas

CAPITULO 3: Sobrevivéncia de Bradyrhizobium e Azorhizobium em solo
contaminado com metais pesados
Resumo

Abstract
1 Introduggo
2 Material e métodos
3 Resultados e discussfio
4 Conclusdes
CONCLUSOES GERAIS
5 Referéncias bibliograficas
ANEXOS

60

60
61
62
63
67
76
77
78
81



RESUMO

MATSUDA, Alexandre. Tolerdncia “in vitro” e sobrevivéncia no solo de
espécies de rizébio de leguminosas tropicais a metais pesados. Lavras:
UFLA, 2000. 85p. (Dissertagiio - Mestrado em Agronomla)

f
A poluigio com residuos industriais contendo metais pesados tem gerado
graves problemas ambientais. As legummosas capazes de formar simbiose

eficiente com rizébio s&o espécies promissoras em programas de revegetaciio de .

solos degradados, incluindo os contaminados com metais pesados. O
desenvolvimento de trabalhos que visem essa revegetagio com leguminosas

requer uma gama de estudos que envolvem diversos fatores, entre eles a

obtengéio de rizébio tolerante a concentragBes toxicas de metais pesados. Dois

experimentos foram conduzidos no Departamento db Ciéncia do Solo da

Universidade Federal de Lavras (MG), com o objetivo ¢ de avaliar a tolerdncia a

metais pesados “in vifro” de estirpes e lsolados, de nbdulos de leguminosas,

pertencentes a diferentes géneros. No primeiro expenmento, 60 estirpes e/ou
isolados, simbiontes de hospedeu'os das teés subfa:mhas e oriundos de diversos
locais, foram testados em meio YMA suplementado com dlferent&s

concentragSes de Zn (0 a 1600 mg L), Cu e Cd (0 a 60 mg L™). O

comportamento de rizobio nas diferentes concentragdes de metais foi avaliado

atribuindo-se valores aos diferentes padrdes de crescimento (0 a 5). Foram

determinadas as concentragdes méximas toleradas ao metais Zn, Cu e Cd, e

estimadas as doses (concentragdes) toxicas destes metais que reduzem o padrdo

de crescimento em 25% e 50%. Foi verificado que: ndo houve influéncia da

origem (subfamilias e locais) na concentra¢io maxima tolerada de cada metal; a

ordem de sensibilidade aos metais, considerando-se as concentragdes maximas

toleradas, foi Azorhizobium > Rhizobium / Mesorhizobium / Sinorhizobium >

Bradyrhizobium; a DT ¢ a DTs foram ateis para diferenciarem algumas

estirpes/isolados de um mesmo género, que atingiram a mesma concentragio

méxima tolerada a Zn, Cu e Cd; e a ordem de toxicidade foi Cu>Cd>Zn. No
segundo experimento, dois dos trés microrganismos mais tolcrantes [BR-4406

(estirpe recomendada para inoculagio de Enterolobium) e UFLA-01-457

(isolado de solo contammado), ambos pertencentes ao género Bradyrhizobium) e

os dois mais sensiveis (UFLA-01-486 e¢ UFLA-01-510, isolados de solo

contaminado, pertencentes ao género Azorhizobium), selecionados do 3

* Comité Orientador: Fitima M. de Souza Moreira - UFLA (Onentadora), José Oswaldo
Siqueira - UFLA (Co-Orientador).



experimento anterior, foram analisados quanto 2 capacidade de sobrevivéncia
saprofitica em misturas de solos autoclavadas, contendo diferentes proporg¢des
[0, 15 e 45% (v/v)] de solo contaminado (PSC) com Zn, Cd, Pb e Cu (18600,
135, 600 e 596 mg dm™ extraidos por aqua regia, respectivamente) diluido em
latossolo vermelho escuro (LE) de baixa fertilidade. Cada PSC foi inoculada
com 20 mL de cultura em YEM (Bradyrhizobium: 12x10"™ cel mL:
Azorhizobium: 10° cel mL™) das estirpes mencionadas, testadas separadamente
com trés repeti¢des. A avaliagio do niimero de células vidveis foi realizada por
contagem das unidades formadoras de colénia (UFC) a 0, 7, 14, 21 e 28 dias de
incubagdio, pelo método das diluices sucessivas e inoculagdo em placas com
meio YMA. A sobrevivéncia de Azorhizobium foi mais afetada por metais
pesados no solo do que a de Bradyrhizobium. Houve relagiio entre tolerincia “in
situ” e tolerdncia “in vitro”. A porcentagem de células de Bradyrhizobium e
Azorhizobium que sobreviveram ao final de 28 dias de incubagdio, em 0%, 15% e
45% de PSC, respectivamente, foi: BR-4406: 95,8%, 83,3% e 20,4%, UFLA-01-
457: 95,8%, 79,6% e 21,9%, UFLA-01-486: 164,4%, 1,7% e 0% e UFLA-01-
510: 99%, 2,2% e 0%.
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ABSTRACT

MATSUDA, Alexandre. In vitro tolerance and in soil survival of species of
rhizobia from tropical legumes to heavy metals. Lavras: UFLA, 2000.
85p (Dissertation - Master in Agronomy) |

 The pollution with industry residues containing heavy metals has generated
serious environmental problems. The legumes capable of forming efficient
symbiosis with rhizobia are important species in revegetation plans of degraded
soils, including the ones contaminated with heavy met;als. The development of
studies aiming this revegetation with legumes requires;a series of works which
involve several factors, among them the obtaining of rhizobia which tolerates
toxic concentrations of heavy metals. Two experiments were conducted at Soil
Science Departament, Federal University of Lavras (MG), with the objective of
evaluating the in vitro tolerance of strains and isolates of legumes nodules,
pertaining to different genera, to heavy metals. In the fifrst experiment, 60 strains
and, or, isolates from hosts of three subfamilias and from diverse places were
tested in YMA medium supplement with different Zn (0 to 1000 mg L"), Cuand
Cd (0 to 60 mg L) concentrations. The rhizobia behavior at the different metal
concentrations was evaluated through values attributed to patterns (0 to 5). The
tolerated maximum concentrations to Zn, Cu, and Cd fmetals were determined,
and the toxic doses (concentrations) of these metals which reduce the growth
standard in 25% and 50% were estimated. It was verified that there was no
influence of the origin (host and local) at the tolerated maximum concentration
of each metal; the order of sensitivity to heavy metals, considering the tolerated
maximum concentrations, was Azorhizobium > Rhizobium / Mesorhizobium /
Sinorhizobium > Bradyrhizobium; the DT;s and the DTs were useful to
differentiate same strain/isolates of the same genus, which reached the same
tolerated maximum concentration to Zn, Cu, and Cu; 'and the order of toxicity
was Cu>Cd>Zn. In the second experiment, two out of the three most tolerant
microorganisms [BR-4406 (strain recommended as inoculant of Enterolobium)
and UFLA-01-457 (isolated from contaminated soil), both belonging to the
genus Bradyrhizobium) and the two most sensitive microorganisms (UFLA-01-
486 and UFLA-01-510, both isolated from contaminated soil and belonging to
the genus Azorhizobium), selected from the previous experiment, were analysed
with respect to the saprophytic surviral in mixtures of pre-prepared soils,

* Guidance Committee: Fatima M. de Souza Moreira - UFLA (Major Professor), José
Oswaldo Siqueira — UFLA. ' i

iii



containing different proportions [0, 15 and 45% (viV)] of contaminated soil
(PCS) with Zn, Cd, Pb and Cu (18600, 135, 600, and 596 mg dm extracted by
“aqua regia” diluted in a low natural fertility Latosol (Oxisol). Each PCS was
inoculated with 20 mL of culture in YM (Bradyrhizobium: 1.2x10" cel mL™:
Azorhizobium: 10° cel mL™) of the above strains, tested separately with 3
replications. Evaluation of viable cell numbers in the different PCS was done by
counting colony forming units (CFU) at 0, 7, 14, 21, and 28 days of
incubation by the method of successive dilutions inoculated in YMA
medium. The survival of Azorhizobium was more affected by heavy metals in
soil than Bradyrhizobium. There was relationship between in situ and in vitro
tolerance. The percentage of Bradyrhizobium and Azorhizobium cells which
survive to the end of 28 days of incubation, in 0%, 15%, and 45% of PCS, was
respectively: BR-4406: 95.8%, 83.3% and 20.4%, UFLA-01-457: 95.8%,
79.6% and 21.9%, UFLA-01-486: 164.4%, 1.7% and 0% and UFLA-01-510:
99%, 2.2% and 0%.
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CAPITULO 1

y
1 INTRODUGAO GERAL:

O aumento crescente da demanda de minerais ¢ metais pela sociedade
moderna tem feito com que haja uma expansdo das areas de descarte de residuos
provenientes da exploragdo e industrializagio de minérios, ricos em elementos
téxicos, chamados de metais pesados. Paralelamente, tem aumentado a
preocupacio com a questio ambiental em relagdo as artws em que estes residuos .
t2m sido descartados e as suas circunvizinhangas. Os j:roblemas de degradagdio
ambiental, observados ha muito tempo em paises desenvolvidos industrialmente,
finalmente despertam a consciéncia global. No Brasil, a2 preocupagdo com o |
meio ambiente tem recebido, recentemente, aten¢io muito especial.
Atualmente, a legislagio ambiental brasileira exige que dreas degradadas pela
atividade de extragdo e industrializagio de minérids sejam recuperadas. A
recuperagdo destas reas visa restaurar a biodiversidade e a sustentabilidade dos
ecossistemas, de modo a preserva-los para as geragdes F’lmlras

A revegetacio ¢ uma das técnicas de recuperagio de solos degradados
por excesso de metais pesados, e as leguminosas poséuem um grande potencial
para esta finalidade por serem geralmente de crmimento rapido, possuirem
sistema radicular agressivo que auxilia na melhoria do§ aspectos fisicos do solo,
permitirem rapida formagdo de serapilheira pela quéda de folhas, repondo a
matéria orgénica e beneficiando, assim, o restabelecimento da biota do solo.
Além disso, muitas destas realizam simbiose eficiente com rizébio, na qual a
fixagdo biolégica de nitrogénio representa importante via de adicdo de
nitrogéni_o ao solo, diminuindo a necessidade deste msumo ‘



A busca por microsimbiontes tolerantes a metais pesados e que
beneficiem o desenvolvimento de plantas, permitindo o seu uso em projetos de
revegetagdo de areas degradadas pelo acimulo destes elementos, pode tomar
possivel o reflorestamento destas areas. Em regides de clima temperado, onde o
problema j& foi detectado, existem resultados de pesquisa que indicam a
existéncia de estirpes de rizébio tolerantes a estes elementos. Para reas de clima
tropical, ainda nio existem, nesta linha, resultados concretos de pesquisa, apesar
do problema da contaminag3o ambiental por metais pesados ja estar presente.
Este fato mostra a necessidade de estudos voltados as contaminagdes por
atividades industriais nos trépicos, onde existe ampla diversidade de simbioses
rizébio-leguminosas, favorecendo a selegiio de genétipos promissores para os
programas de reabilitac3o destes solos.

Os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar a tolerincia a cobre, cadmio
e zinco em meio YMA modificado, de rizébio (Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium) de diferentes procedéncias de
hospedeiros (subfamilias das leguminosas: Papilionoideae, Mimosoideae e
Cesalpinoideae) e locais (Mata Atlantica, Amazénia e experimentos com metais
pesados); 2) avaliar a sobrevivéncia de dois microrganismos mais tolerantes e
dois mais sensiveis selecionados no meio YMA modificado, em solo
contaminado com metais pesados; 3) verificar se a tolerdncia em meio de cultura
s¢ relaciona & sobrevivéncia do rizébio em solo contaminado com metais

pesados.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metais pesados no solo 5‘
; A defini¢iio de “metal pesado” tem gerado uma; certa divergéncia e até
confusdio entre estudiosos. Alguns autores classiﬁcanf\ como metais pesados
elementos de massa atdmica superior a do ferro e que pcgassuem a propriedade de
acumular no organismo humano (Coker ¢ Matthews, 1983). Jardim (1983)
considera o termo metal pesado incorreto, pois ndo ;caracteriza um nimero
definido para os metais da tabela periédica, podendc;g, assim, gerar dividas
quanto ao seu emprego. No entanto, 0 termo metais pesados é amplamente
utilizado na literatura cientifica para designar metails que apresentam uma
densidade relativa maior que 5 g cm™ (Jones e Javis, 1?81, citados por Cotrim,
1994). Na natureza, estes sdo 38 elementos, mas comur.;lente faz-se referéncia a
As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sn ¢ Zn, que séo encontrados com
maior frequéncia e :concentrat;éo nos materiais residu:ais de virias atividades
antrépicas e que sio suscetiveis de reciclagem na agriclixltura € nos ecossistemas
naturais. J

De qualquer forma, metal pesado nio quer dizer necessariamente “metal
toxico”. Muitos deles, como Fe, Cu, Mn, Zn ¢ Mq; sdo, desde hi muito,
conhecidos como essenciais ds plantas, mas sdo rquueridos em pequenas
quantidades, sendo, portanto, chamados de micronutrient&s, e outros, como Ni e
Co, siio benéficos para plantas e microrganismos (McBride, 1994); ji o Cd, Hge
Pb ndo tém fungdes biolégicas e/ou fisiologicas conhecidas (Alloway, 1993).
Por outro lado, um fornecimento excessivo desses | elementos, mesmo dos
essenciais, pode causar toxidez & fauna e 2 flora (Babich e Stotzky, 1980, 1982;
Babich, Schiffenbauer e Stotzky, 1982; Kabata-Pendias e Pendias, 1985).



A contaminagio dos solos por metais pesados acarreta sérias
consequéncias sobre os componentes funcionais dos ecossistemas, interferindo
nos seres produtores (plantas), consumidores (homens ¢ animais) e redutores
(microrganismos). A agio destes metais (considerados como toxicos), ao serem
absorvidos do meio ambiente por plantas e microrganismos, mesmo em baixas
concentragBes, causa estresse, proporcionando mudangas fisiologicas, reduzindo
0 vigor e, em casos extremos, inibindo totalmente o crescimento, conduzindo-os
a morte (Baker, 1987).

Para Tavares e Carvalho (1992), as principais fontes de contaminacfo de
metais pesados no ambiente sdo o uso indiscriminado de fertilizantes, tanto
orgdnicos quanto minerais, pesticidas, 4gua de irrigagio contaminada,
combustdo de carviio e 6leo, emissdes veiculares, incineragio de residuos
urbanos e industriais e, principalmente, mineragio, fundi¢io e refinamento.

As concentragBes normais de metais pesados no solo estfio na faixa de
partes por mithio (ppm) ou partes por bilhfio (ppb), e a natureza se encarrega de
oferecer as quantidades necessarias para a manutengdio do ciclo vital. Aqueles
que ndo exercem menhuma fungio conhecida no ciclo biolégico tm suas
concentragSes na faixa de partes por bilhZio ou (ppt) partes por trilhiio (Tavares
¢ Carvalho, 1992),

. Segundo Amaral Sobrinho et al. (1992), no solo, os metais pesados
podem estar: adsorvidos eletrostaticamente nos sitios de troca, na solugdo,
incorporados na superficie da fase inorgénica, participando de reagdes de
precipitagéio e dissolucdo, e ligados 2 compostos organicos. As duas primeiras
formas sdo consideradas biodisponiveis, € as outras trés, nio-disponiveis, a ndo
ser que ocorram mudangas no ambiente, como pH, potencial redox, etc. O pH é
o fator mais importante para a disponibilidade de metais na 4guva e nos solos, ja
que este interfere diretamente nas reagdes de solubilizagio (Verloo, Kiekens e
Conttenie, 1980). Em solos acidos, alguns metais sio mais madveis, e



consequentemente, mais disponiveis para absorgdo das plantas (Mulchi et al.,
1987); j4 nos solos com alto contendo de matéria orgéni‘im ¢ argila, os metais sdo
menos méveis, ¢ portanto, menos disponiveis (Cottenie, Kiekens, ¢ Van
Landschoot, 1983; Koskela, 1985).

A utilizagdio de pardmetros microbiolgicos tem sido extremamente util
no monitoramento da polui¢io dos solos por metais stﬁos (Brookes, 1995).
Um teste de elevada importincia ecolégica ¢ o indice de sensibilidade/tolerancia
a metais pesados da comunidade microbiana do solo g(Doelman et al., 1994).
Segundo esses autores, tolerincia € a hablhdad(e dos microrganismos
sobreviverem, mas somente apresentarem cr&scimeﬁto normal e atividade
maxima na aunséncia de concentra¢des elevadas dos lhetais; sensibilidade é a
inibicio da sobrevivéncia e atividade dos microrganismos em concentragdes de
metais extremamente baixas; e resisténcia relacion;a-se 4 capacidade dos
microrganismos de crescer ¢ manter a habilidade de realizar seus processos na
presenca de altas concentragGes de metais pesados. Chander e Brookes (1991)
constataram que a relagio C-biomassa/C-orgénico ¢ um indicador sensivel dos
efeitos dos metais pesados na biomassa microbiana do solo.

A ocorréncia de espécies de plantas ¢ microrgahismos tolerantes a altos
niveis de contaminag3o por elementos toxicos tem levado alguns pesquisadores
a trabalharem com selecio de espécies cultivadas e ntlicrosimbiontes (Kabata-
Pendias e Pendias, 1985; Duxbury e Bicknell, 1983).

4 A maioria dos trabalhos relata dados sobre o géhero Rhizobium em éreas
temperadas, e a contaminagio geralmente ¢ atribuida & adi¢do ao solo de lodo de
esgoto urbano contendo metais pesados. No entanto, :a contaminagio de solo

com residuos inorganicos, como os rejeitos das mdustnas metalirgicas contendo
clevadas concentraces de metais, necessita ser pmmda em relacdo a rizébio
e ﬁxacio bioldgica de nitrogénio. Portanto, tornanii-se necessarios estudos |
voltados as contaminagGes por atividades industriais 1%105 tropicos, onde existe



ampla diversidade de simbioses rizébio-leguminosas, favorecendo a selegio de
genétipos promissores para os programas de reabilitagiio destes solos.

2.2 Revegetaciio de solos degradados por excesso de metais pesados

Solo degradado é aquele que possui a sua qualidade ou capacidade
produtiva dimimiida pelo uso incorreto, que resulta em mudangas na fertilidade,
no teor de matéria orginica, nos atributos fisicos e estruturais ou na
concentraciio de materiais ou produtos toxicos no solo. A degradagé‘io pode ser
de natureza quimica (diminui¢io de nutrientes e aciimulo de produtos téxicos),
fisica (compactag3o e erosio) e bioldgica (diminui¢do da atividade e diversidade
da biota do solo), que resulta principalmente de agdes antrépicas como o
desmatamento, monocultura intensiva, uso indiscriminado de produtos quimicos,
mineragdo ¢ construgo civil (Lal e Stewart, 1989). Segundo a estimativas do
GLASOD (Global assessment of soil degradation) (World Resources, citado por
Siqueira et al., 1994), existem quase 4 bilhdes de ha de terras degradadas em
todo mundo, sendo 1,2 bilhdo degradado por agdes antrépicas, desde a ultima
guerra mundial.

Na recuperagdo ou descontaminacio de solos contaminados com metais
pesados, o métedo de revegetaglio apresenta vantagens devido 3 sua patureza
permanente, combinada aos baixos custos de manutengio, 4 protegdo contra
‘erosio edlica e hidrica, & maior estruturagdo do solo, 30 aumento da fertilidade
do solo e 4 melhoria da estética da drea. Segundo Perry ¢ Amaranthus (1990),
citados por Camneiro (1997), garantir o restabelecimento da vegetacio de
cobertura ¢ a primeira etapa do processo de estabilizagio fisica e reabilitagio
biolégica do sistema. O estabelecimento de plantas protege o solo do impacto e
agdo erosiva da chuva, restabelece os processos de troca entre o solo e a
atmosfera e facilita a atividade biolégica, que melhora a nutri¢io e aumenta a



tolerdncia das plantas a estresses diversos (Siqueira et al, 1994). Na rizosfera,
regifo de influéncia das raizes, em que a ax:ivic:iade quimica, fisica, ¢
principalmente biolégica torna-s¢ muito maior, ocorre 5. liberagdo de compostos
organicos, como exsudatos e secregdes, para o solo adjacente, tornando este sitio
muito especializado ¢ favorecendo a populagio microbiana (Rovira e Davey,
1974; Siqueira e Franco, 1988). Os efeitos benéficos da presenc¢a de vegetagio
sobre a microbiota do solo foram verificados num trabalho na Regido Sul do
Brasil, no qual foram estudados diferentes tipos de manejo do solo sobre a
populagio microbiana. Pelos resultados, houve um idecréscimo de 65% na
biomassa quando retirou-se a vegetagio de um wnpdnativo, apresentando os
menores valores de biomassa e atividade microbiana:quando comparados aos
diferentes sistemas de cultivos, consorciados ou nfio, além do campo nativo
(Cattelan e Vidor, 1990a). A populagio de soh[lbilizadom de fosfato,
actinomicetos, fungos, e principalmente de bactérias, foi afetada pela retirada da
cobertura vegetal neste ecossistema (Cattelan e Vidor, 1990b), corroborando a
importdncia da presenca de cobertura vegetal fayorecendo' a populacdo
microbiana e seus processos biologicos. Dias-Junior et al. (1998) observaram
influéncia positiva da vegetacdo sobre a biomassa microbiana em um solo
contaminado por metais pesados.

O aumento da consciéncia ecoldgica nos ultimos anos tem levado
empresas a investirem na pesquisa de métodos mais eﬁé:ientes de revegetagio de
4reas degradadas. Desta maneira, pesquisas tém sido mhzadas sobre as mais
diferentes formas de degradacdo da natureza, e novas técnicas € espécies tém
sido descobertas ¢ aplicadas com sucesso em revegeta\a’io. A revegetacio pode
ser conseguida pelo crescimento de espécies remanesdentes na area ou através
do plantio de espécies nativas ou exdticas. Muitas espécies de plantas sdo
conhecidas por terem desenvolvido tolerdncia a metms em resposta a solos
metaliferbs (Antonovics, Bradshaw e Turmer, 19171), depois de serem



introduzidas na 4rea. Outras espécies menos tolerantes ou sensiveis t2m sen
crescimento bastante afetado, impossibilitando sua sobrevivéncia em areas
contaminadas. Além do efeito visual e protegio de solo, a vegetagdo pode ser
uma alterativa de remediacio de 4reas contaminadas. Tal processo é conhecido
por fitorremediagio, pois é uma maneira vidvel de remover elementos téxicos do
solo (Baker, 1994).

Franco, Campello ¢ Faria (1994) enfatizam que na escolha das espécies
em projetos de revegetagiio de areas degradadas deve-se considerar a reposicio
de nitrogénio e carbono ao solo, bem como aumentar a disponibilidade dos
demais nutrientes, ja que a baixa fertilidade é um dos principais obstaculos na
revegetagdo de solos em areas degradadas. Diversos trabalhos tém demonstrado
que o rapido crescimento das leguminosas e a sua elevada producdo de biomassa
proporcionam sombreamento ¢ maior acimmlo de C e nutrientes no solo,
principalmente o nitrogénio, devido a fixagio de nitrogénio atmosférico, que
favorece a germinagio de espécies secundirias mais exigentes quanto i
fertilidade do substrato (Campello, 1996). Em estudo realizado huma area em
que rejeitos industriais foram depositados, foi verificado que somente
leguminosas em simbiose com rizébio foram capazes de sobreviver inicialmente
sem adi¢des de fertilizantes nitrogenados (Dancer, Handley e Bradshaw, 1977).
Nos ultimos quinze anos, levantamentos extensivos t8m sido conduzidos em
varias regides do Brasil com o objetivo de identificar leguminosas arbéreas
¢apazes de nodular (Magathdies et al.,, 1982; Faria et al, 1984, 1987, 1989;
Moreira, Silva ¢ Faria, 1992; Moreira et al., 1993), e selecionar estirpes de
rizébio eficientes para as espécies mais promissoras (Franco e Silva, 1985;
Faria, 1994). Estes trabalhos mostraram uma enorme fonte de biodiversidade,
que representa um genoma importante para projetos de selegdo a diversos
fatores. Portanto, as leguminosas fixadoras de nitrogénio sio espécies com
potencial. de utilizacio nos programas de reflorestamento por fixarem o N,



atmosférico através da simbiose com rizébio, dispensando a adubacdo
nitrogenada, o que possibilita sua adaptacio a solosi' pobres em nitrogénio
orginico ou mineral e podendo ainda contribuir com o N, fixado para o
estabelecimento de outras espécies nio fixadoras em plantios consorciados ou
em sucessio; assim, tornam-se importantes estudos% visando a selegio de
leguminosas e bactérias fixadoras de nitrogénio eﬁcienizs e tolerantes a metais
pesados.

)
U
i

2.3 Toleréncia de rizébio e FBN a metais pesados I

A populagio 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 Eque exclusivamente dos
processos microbianos (Siqueira et al., 1994). No entanto, solos sob impacto da
poluicio com metais pesados podem apresentar significativa reducdo no
tamanho e atividade da biomassa microbiana (Broolkes ¢ McGrath, 1984),
afetando diretamente o microrganismo ou indiretamente, por efeitos toxicos
sobre as plantas, causando, com isso, um decréscimo na.quantidade de substratos
liberados ma regido rizosférica (McGrath, Brookes .e Giller, 1988). Altas
concentragdes de metais pesados podem inibir a ﬁxaqiq biolégica do nitrogénio,
afetando desde o microsimbionte, o processo infectivo ¢ a nodulagdo, até a
atividade da nitrogenase (Reddy, Cheng e Dunn, :1983; McGrath, 1987,
McGrath, Brookes e Giller, 1988; Giller, McGrath e Hirsch, 1989; Martensson ¢
Witter, 1990, McGrath, 1994). Segundo Angle et al. (1993), a magnitude desses
efeitos depende das caracteristicas quimicas € ﬁsicaé do solo, das espécies
vegetais ¢ microbianas ¢ do tempo de exposi¢gio ao solo contaminado. A
inefetividgde da nodulagio, ou seja, a auséncia de% fixagio do nitrogénio
atmosférico pelo microsimbionte, apés a nodulagdo da planta hospedeira, foi
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observada por McGrath, Brookes e Giller (1988), que comprovaram que a
redugio do contetido de nitrogénio nas plantas, clorose e enfezamento de trevo
ndo eram devidos 3 fitotoxidez dos metais, mas sim ao efeito toxico do metal
diretamente sobre o rizobio, pois os sintomas foram reduzidos pela adigcdo de
fertilizante nitrogenado.

A formacdo de nédulos efetivos, e consequentemente a fixacdo biolégica
do nitrogénio, sio processos muito afetados pela presenca de elevadas
concentragdes de metais no solo (Smith e Giller, 1992; Obbard, Sauerbeck e
Jones, 1993). A probabilidade de formagfio de nédulos efetivos em solo
contaminado com metais pesados ¢ maior com a sobrevivéncia saprofitica de um
grande mimero de células de rizébio efetivo (Giller, McGrath e Hirsch, 1989;
Obbard, Sanerbeck e Jones, 1993). Giller, McGrath e Hirsch (1989) observaram
que plantas de trevo branco formaram nédulos efetivos e tiveram crescimento
normal quando solo contaminado com metais pesados foi inoculado com 107 cel
g" solo da estirpe tipo de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Quando o
mesmo solo foi inoculado com quantidades menores ou iguais a 107 cel g solo
e incubado por 2 meses em condigdes de umidade controlada, antes da
semeadura do trevo branco, houve a formagdo de nddulos inefetivos. No entanto,
na aplicagiio de taxas extremamente altas de indculo (10 cel g solo ), o
Rhizobium sobreviveu apés os 2 meses de incubagdio, e formou nodulos efetivos
em trevo branco. Isto mostra que a populagio reduzida de Rhizobium efetivo foi
'incapaz de sobreviver em estado de vida livre, em solo contaminado com metal.
Obbard, Sauerbeck e Jones (1993) tiveram os mesmos resultados 2o isolarem
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii efetivo de n6dulos de trevo branco nativo,
independentemente do nivel de contaminagio do solo tratado com lodo de
esgoto. No entanto, em alguns casos a nodulagio ndo ocorreu quando o trevo
branco foi introduzido, sugerindo a auséncia de células vidveis de rizobio nestes
solos coﬁtaminados. Tais resultados evidenciam que os bacterdides foram
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protegidos dos efeitos toxicos dos metais no interior dos nédulos radiculares, ¢
que rizébio sensivel & contaminagiio nfio sobreviveu em estado de vida livre. No
entanto, Rhizobium efetivo foi encontrado, mesmo na auséncia de planta
hospedeira, em solo contaminado por aplicagio de lod? de esgoto com grandes
concentragdes de metais pesado; contudo, o pH do solo “&stava relativamente alto
(7,4 ¢ 7,8), 0 que tende a reduzr a disponibilidadele, consequentemente, a
toxicidade dos metais ao rizébio (Smith e Giller, 1?92). Para os autores, a
presenca de rizébio tolerante e efetivo ocorreu idevido a adaptagdo e
desenvolvimento de mecanismos especificos de toléréncia pelo Rhizobium.
Chaudri, McGrath e Giller (1992a) aplicaram solugdesde sais de Cd, Zn, Cu e
Ni em solo ndo contaminado com populagio ‘ nativa de Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii e verificaram que os metais mals toxicos foram Cd e
Zn, com a populagdo niio sobrevivendo em concentragdes > 7,1 e > 385 mg dm*
de solo, respectivamente. Mesmo sobrevivendo 1% do nimero de células vidveis
de Rhizobium inoculadas em concentragdes de 225 mg gm'3 de Cu, formaram-se
nédulos efetivos em plantas de trevo. J4 o Ni nfio teve efeito sobre a populagio,
mesmo quando elevada concentragdo (54 mg dm™) foi adicionada ao solo; com
isso, a ordem de toxicidade foi Cd>Zn>Cu>Ni. No trabalho desenvolvido por
Mcllveen ¢ Cole (1974) utilizando sais de metais, a ordem de toxicidade para
formagdo do nédulo e FBN foi Cd>Co>Cu>Zn. Um a!umento da populagéo de
Bradyrhizobium japonicum foi observado durante o periodo de dez anos de
épﬁmﬁo de lodo de esgoto com altos niveis de contaminagiio com metais,
sugerindo, segundo seus autores, que os metais psados e outros componentes
toxicos do lodo, mesmo em altas concentragdes no solo, nio foram suficientes
para afetér a sobrevivéncia deste microrganismo (Kinkle, Angle ¢ Keyser, 1987,
Heckman, Angle e Chaney, 1987 ab). Utilizando o t}nétodo do mimero mais
provavel, Reddy, Cheng ¢ Dunn (1983) avaliaram a sobrevivéncia de
Bradyrhizobium japoricum USDAI110, simbionte dp soja, em dois solos
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(arenoso e argiloso), com diferentes proporg.ées de lodo de esgoto contaminado
com metais (controle, 13:1, 9:1 e 5:1), cujds concentragBes (ug g") de metais no
lodo eram Fe, 8250; Mn, 323; Zn, 1020; Cu, 496; Ni, 200; Pb, 210; Cd, 14.
Depois de 42 dias, a populagio do rizébio correspondeu a menos de 1% do
indculo inicial (7,5 x 107 cel mL™"), sobrevivendo em ambos os solos & em todos
os tratamentos com lodo de esgoto, sendo que na proporgéo 5:1 a populagio de
rizébio foi significativamente menor que no controle, nos dois solos. Segundo
Nutman (1975), o rizébio é capaz de viver saprofiticamente no solo, em auséncia
de planta hospedeira, mesmo em condi¢Bes adversas. Para Giller et al. (1993), a
sobrevivéncia de rizébio em solos contaminados pode ser devida i localizagsio
das células na matéria orginica ou particulas de argila, nas quais so protegidas
da fitotoxicidade dos metais. Entretanto, a presenga de plantas hospedeiras
geralmente conduz a um aumento na populagio de Tizébio, que persiste por
alguns anos (Hirsch et al. 1993). A produgio e excregio de compostos orginicos
pelos microrganismos, em geral, podem imobilizar os metais por formagdo de
complexos organo-metalicos (Garcia Jr., 1997), o que tem sido éugerido como
um possivel mecanismo pelo qual células bacterianas toleram metais pesados
(Zagic, 1969, citado por Chaudri, McGrath e Giller, 1992b). Costerton, Irwin ¢
Cheng (1981) relataram que a produgio de polissacarideos extracelulares foi
necessaria para a sobrevivéncia de células bacterianas ambientes
contaminados com metais pesados, provavelmente por modificarem o ambiente
ao redor da célula.

Os trabalhos conduzidos até o presente, testando tolerincia de bactérias
a metais pesados, utilizaram diferentes métodos e meios de cultura (Kinkle,
Angle ¢ Keyser, 1987; Martensson e Witter, 1990; Rézycki, 1992; Martensson,
1992; Chaudri, McGrath ¢ Giller, 1992b; Chaudri et al., 1993a; Angle et al.,
1993). Os meios usados geralmente sfio sélidos e de diferentes composicdes
[YEM, meio YEMG, meio HM (Cole e Elkan, 1973), meio BAM (Angle e
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Chaney, 1989)). Algumas falhas sdo apontadas para métodos “in vitro™ a
concentragiio dos ions metais nfio é conhecida ¢ a atividade nos meios de cultura
raramente aproxima-s¢ da concentragio de metal adicionada aos meios, sendo
que os resultados sobre a tolerincia de nﬁcrérganimnos podem ser
superestimados e ndo se relacionarem com a wano dos habitats dos quais
foram isolados (Chaudri et al., 1993a,b). Também ndo é possivel predizer a
concentraglio de metal inibitoria para os microrganismos no solo baseado em
dados de laboratorio (Kinkle, Angle ¢ Keyser, 1987), poxs o solo é um substrato
complexo para crescimento dos microrganismos, sendo que a argila ¢ a matéria
orgédnica apresentam sitios especificos de adesdo de metaas pesados (Gadd e
Griffiths, 1987). No entanto, os dados de tolerﬁnci? “in vitro” sio muito
importantes, pois s3o qualitativos e servem para oomparar um grande nimero de
microrganismos, sem levar em conta que o meio séﬁdo é um método mais
rapido e acessivel, tendo sido empregado em vérios estudos de tolerincia de
rizobio a metais (Kinkle, Angle e Keyser, 1987; Martensson, 1992; Angle et al.,
1993; Trannin, 1999). Em estudo com espécies de Bradyrhizobium e Rhizobium,
foi utilizado o meio HEPES-MES suplementado com sals de sulfato de Cu, Cd,
Zn e Ni, nas concentragbes até 10, 10, 500 e 20 mQ?L", respectivamente, e
verificou-se que Bradyrhizobium japonicum foi a wpéﬁe mais tolerante (500;
50,75 ¢ 5 mg L' de Zn, Cu, Cd ¢ Ni, respectivaments), ¢ a ordem de
toxicidade foi Cu=Ni>Cd>Zn (Angle et al, 1993). Trannin (1999) avaliou a
tolerdncia de estirpes e isolados de Bradyrhizobium e Azorhizobium simbiontes
de leguminosas tropicais em meio YMA modificado épor adicdo de tampdes
biologicos (HEPES-MES) e Cu, Cd ¢ Zn em concéntraqﬁ&s superiores 3s
testadas por Angle et al. (1993), sendo para Cu e Cd, 0:a 40 mg L para ambos
os géneros, ¢ Zn, 0 a 1000 mg L' para Bradyrhizabiw;n e 0a 500 mg L' para
Azorhizo@ium. Esta autora verificou que Bradyrhizobiun‘lx foi mais tolerante (300,
I
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40 ¢ 40 mg L' de Zn, Cu, Cd, respectivamente), e a ordem de toxicidade
encontrada foi a mesma (Cu>Cd>Zn) obtida por Angle et al. (1993).

Chaudri, McGrath e Giller (1992b), ao avaliarem a tolerincia do
Rhizobium isolado de solo tratado com esterco (rizobio efetivo) e de solo
contaminado (rizébio inefetivo), do experimento de McGrath, Brookes e Giller
(1988), em solugdes contendo sulfato de Cu, Ni, Cd e Zn diluidos em agua
deionizada, com pH'.6,8, observaram que os isolados efetivos niio sobreviveram
em concentragSes de 0,002, 0,2, 0,8 ¢ 0,8 mg L' de Cu, Cd, Ni e Zn,
respectivamente, ap6s 72 horas de incubagfio. J4 os isolados inefetivos, mesmo
em nimeros reduzidos, sobreviveram em concentragbes de 0,01 mg L™ de Cu e
1,0 mg L™ de Zn, mas morreram em 1,0 mg L™ de Ni ¢ 0,8 mg L de Cu apés 72
horas de incubagdio; a ordem de toxicidade foi de Cu>Cd>Zn=Ni e
Cu>Cd>Ni>Zn para os isolados efetivos e inefetivos, respectivamente.
Utilizando metodologia empregada por Chaudri, McGrath e Giller (1992b),
Trannin (1999) estudou a tolerdncia a Zn, Cu e Cd em solugdes aquosas de
Bradyrhizobium e de Azorhizobi.um selecionados, em meio YMA modificado,
como tolerantes, sensiveis e de tolerdncia média a estes elementos. O
comportamento das estirpes ¢ isolados variou em fungio das concentragdes
crescentes de cada metal em soluﬁb ¢ com o tempo de incubagiio (0; 24; 48; 72
e 96 horas), ¢ o mimero de unidades formadoras de coldnia (UFC) nfio variou no
periodo de 96 horas de incubagfio na auséncia dos metais. Embora ambos os
géneros tenham recebido as mesmas condigdes de cultivo, a contagem do
mimero de células vidveis em agua deionizada mostron que Azorhizobium
apresentou, geralmente, menor nimero de UFC. As concentragdes maximas de
metais testadas em solugSes aquosas nio causaram auséncia de células vidveis
de rizobio apds 96 horas de incubagfio, mas foram suficientes para detectar
diferencas entre géneros, estirpes ¢ isolados, em relagdo ao mimero de UFC, que
decr&sceﬁ com o aumento das concentragdes. A ordem de toxicidade dos metais
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a todas as estirpes e isolados de Bradyrhizobium e de Azorhizobium foi
Cu>Cd>Zn, a mesma encontrada em meio YMA modificado.

De acordo com os trabalhos relatados, podemos verificar variagbes na
ordem de toxidez dos metais conforme substrato utilizado (Tabela 1).

A tolerdncia a metais por bactérias fixadoras de nitrogénio varia entre
géneros, espécies ¢ estirpes estudados, sendo que o local de onde foram isolados
pode interferir nesta tolerincia (Smith ¢ Giller, 1992; Turner, Giller ¢ McGrath, -
1995). Angle et al (1993), estudando espécies de Bradyrhizobium ¢ Rhizobium ¢
utilizando o meio HEPES-MES suplementado com sais de sulfato de Cu, Cd, Zn
e Ni, verificaram que Bradyrhizobium japonicum foi a espécie mais tolerante.
Trannin (1999), trabalhando com estirpes e isoladbs de Azorhizobium e
Bradyrhizobium quanto a tolerdncia a Zn, Cu e Cd em ;rleio YMA modificado,
verificou que este iltimo género foi mais tolerante (prin{‘.ipalmente a estirpe BR-
4406 e os isolados UFLA-01-456, UFLA-01-457 ¢ ;UFLA-01-469), e para
ambos os géneros, os isolados originados de solos anados foram mais
tolerantes aos metais. Para Chaudri, McGrath ¢ Giller (1992a), a toleréncia a
metais por isolados de solos contaminados sugere que é bactéria, sobrevivendo
em solo contaminado, desenvolve mecanismos nio espe:ciﬁcos de adaptagdo, em
adi¢iio ao aumento da produgido e excregdo de polissamﬁdeos extracelulares em
quantidades suficientes para que o metal fique aderido e ndo seja absorvido pela
célula. Segundo Giller et al (1993), a espécie Rhizobium meliloti foi mais
sensivel a toxicidade de metais pesados em solo que Rhizobium loti ¢ Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii. Bactérias gram-negativas, como o rizdbio,
mostraram-se mais tolerantes a metais que bactérias gram-positivas, isoladas de

“solos australianos (Duxbury e Bicknell, 1983).
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TABELA 1. Resumo dos trabalhos envolvendo o comportamento do rizébio com relagdio 4 toxidez de thetais pesados.

Substrato™ Género(s) de pH do Concentragdes de Toleréncia Ordem de Referéncia
L rizobio substrato metais testadas toxidez
em mg dm:
159+1,0 a 455344, Cd e Zn: Rhizobium nlio sobrcvwcu em Chaudri,
Solo Rhizobium 6,568 Cu:58+1,2 a 225+2.3; concentragdes > 7,1 & > 385 mg dm de solo, Cd>Zn>Cu McGrath e
Cd: 440,06 a 1810,5; respectlvamente Cu: 225 mg dm™; Ni: 54 mg >Ni Giller, 1992a
Ni: 26114 a54+1,6. dm>.
em mg L': Zn: 10 a4 emmgL™: Bradyrhizobtum: Zn: 500; Cu e Ni:
Meio de cultura  Bradyrhizobium 6,6 500; Cu: 0,25 a 10; 5,0; Cd: 7,5; Rhizobium: Zn: 200; Cu; 2,0; Cd: Cu>Cd>Zn Angleetal.,
HEPES-MES Rlizobium Cd:0,5a 10; Ni: 0,5 a 2,5; Ni: 4,0. 1993
20.
Meio YMA
modificado por em mg L™: Bradyrhizobiuny. Zn: 800; Cu: >40; '
adiglio de Bradyrhizobtum 6,8 em mg LY Zn: 0 a Cd: >40; Azorhizobium: Zn: 400; Cu: 5,0; Cd: Cu>Cd>Zn Trannin, 1999
tampdes Azorhizblum 1000; Cue Cd: 0a 40. 30.
biolégicos
(HEPES-MES)
ISC™: ngo sobreviveram cm concentragdes de
0,002,0,2,0,8¢ 0,8 mg L de Cu, Cd, Ni e Zn, ISC™:
respectivamente, apds 72 homas; ISSC™: Cu>Cd>Zn ‘
Agua em mg L™ Zn, Cd 0 mesmo em ntimeros reduzidos, sobrevuveram Chaudri,
deionizada Rhizobium 6,8 Ni: 0a 1,0, Cu: 0 a em concentrages de0,0l1¢1,0mgL'de Cue lSSC“” McGrath &
0,01. do Zn, respecllvamente, mas morreram em 1,0 Cu>Cd>Ni  Giller, 1992b
de Ni ¢ 0,8 mg L* de Cu apés 72 horas de >Zn
incubaglio.
As concentragdes miiximas do metais testadas
Agua Bradyrhizobium 6,8 emmgL':ZneCd:0 nllo causaram auséncia de células vidveis de Cu>Cd>Zn  Trannin, 1999
deionizada Azorhizbium a 1,0; Cu: 0 2 0,01. rizébio apés 96 horas de incubaglio, sendo

maior, no entanto, de Bradyrhizoblum,
®: suplementado com sais de sulfato de metais pesados; ®: ISC: isolados de solos contaminados; ISSC: isolados de solos sem contaminagfio,



Atualmente sdo conhecidos 6 généros de rizébio: Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium, Rhizobium, Azorhizobium e Allorhizobium
(Tabela 2).

TABELA 2. Géneros de rizébio com respectivos tempo‘ de crescimento e reago
do pH do meio. :

Género Tempo de crescimento Reagiio do pH do

. meio*
Bradyrhizobium lento (6-10 dias), muito lento (>10 i}lias) alcaliniza
Azorhizobium répido (2-3 dias), intermedidrio (4-5 dias) alcaliniza
Mesorhizobium rdpido (2-3 dias), intermediario (4-5 dias)  acidifica/neutro

AllofSinolRhizobium  répido (1-3 dias) acidifica/neutro
*Meio de cultura YMA (Vincent, 1970). ‘

|

Geralmente , as estirpes de crescimento répi&o (CR) tormam o meio
acido ¢ as de crescimento lento (CL) tomam o meio alcalino. Tan ¢ Broughton
(1981) sugerem que as mudancas de pH do meio sﬁo devidas a utilizagdo,
preferencial, de agicares pelas estirpes de CR, e de %;ompostos de nitrogénio
pelas estirpes de CL, ou seja, a acidificagdo do meio se da pela excregéio de
acidos orginicos apés utilizagfio de agicares, e a alcalinizagiio do meio ocorre
pela utilizagdo dos aminoacidos contidos no extrato jde levedura do meio e
consequente liberagdo de cations. '

Moretra (1991), depois de isolar 705 estirpes de rizébio de leguminosas
nativas da Amazdnia ¢ Mata Atlintica, verificou, através das caracteristicas
culturais em meio YMA, predominincia de isolados de crescimento lento,
rapido e lento nas subfamilias Cesalpinoideae, Mimosoideae e Papilionoideae,
respectivamente.

Para Beverikge e Doyle (1989), citados por Angle et al (1993), a
diferenga ma tolerdncia a metais entre géneros dee crescimento rapido
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(Rhizobium) e lento (Bradyrhizobium) (Borges ¢ Wollum, 1980, 1981; Kinkle,
Angle e Keyser, 1987) ¢ explicada pela densa capsula polissacaridica ao redor
da célula bacteriana, principalmente do Bradyrhizobium, que liga e sequestra os
metais, impedindo sua absorﬁo Exclusdo de Cd pela capsula polissacaﬁdicé foi
demonstrada em Klebsiella aerogens (Bition ¢ Freihofer, 1978) e Escherichia
coli (Mitra et al, 1975) como uma forma de protegdo contra a solubilidade e
atividade da maioria dos metais. Alexander (1977) atribui a tolerdncia destas -
bactérias ao fato de causarem uma reacdo alcalina em seu nicho adjacente,
reduzindo, assim, a solubilidade e atividade destes metais. Ao contrario,
Rhizobium, embora produza maior quantidade de polissacarideos exuacelu}ares
que Bradyrhizobium, geralmente diminui o pH em seu meio, aumentando a
disponibilidade e toxicidade dos metais. Por outro lado, Azorhizobium
(crescimento rapido/intermediirio), apesar de apresentar menor producdo de
polissacarideos extracelulares que os géneros Bradyrhizobium e Rhizobium,
promove maior alcalinizacio do meio que estes dois géneros (Dreyfus, Garcia e
Gillis, 1988). Trabalhos comparando rizébio de créscimento lento, muito lento,
rapido ¢ intermediario, quanto 2 tolerincia a metais pmédos “in vitro” nio foram
encontrados, sendo este um dos objetivos de nosso estudo.
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CAPITULO 2

TOLERANCIA “IN VITRO” DE RIZOBIO DE DIFERENTES
PROCEDENCIAS A ZINCO, COBRE E CADMIO

RESUMO

MATSUDA, Alexandre. Tolerincia “in vitro” de rizébio de diferentes
procedéncias a zinco, cobre e cddmio. Lavras: UFLA, 2000. 85p.
(Dissertagéio - Mestrado em Agronomia)

A busca por microsimbiontes tolerantes a metais pesados, que beneficiem o
desenvolvimento de plantas, pode facilitar o reflorestamento de areas degradadas
por excesso destes elementos. Em regides de clima temperado, onde o problema
jé foi detectado, existem resultados que indicam a existéncia de estirpes de
rizGbio tolerantes a estes elementos. Para dreas de clima tropical existem poucos
resultados nesta linha de pesquisa, apesar do problema da contaminagio
ambiental por metais pesados j4 estar presente. Este fato mostra a necessidade de
estudos direcionados as contaminaces por atividades industriais nos trépicos,
onde existe ampla diversidade de simbioses rizébio-leguminosas, favorecendo a
sele¢do de genétipos promissores para os programas de reabilitaciio destes solos.
Neste experimento, desenvolvido no Departamento de Ciéncia do Solo da
Universidade Federal de Lavras (MG), no periodo de fevereiro a outubro de
1999, foram utilizadas 60 estirpes/isolados dos géneros Bradyrhizobium,
Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium e Azorhizobium, de diferentes
procedéncias de hospedeiro (subfamilias das leguminosas: Papilionoideae,
Mimosoideae e Cesalpinoideae) e de local (Mata Atlintica, Amazénia e
experimentos com metais pesados). As estirpes/isolados foram avaliadas quanto
4 tolerancia a Zn, Cu e Cd em meio YMA (Vincent, 1970) modificado por
adigdo de tampdes biolégicos (HEPES ¢ MES), suplementado com diferentes
concentracdes de sulfato de Cu, Cd e Zn. Vinte estirpes e/ou isolados de cada
subfamilia foram testados, e as concentragdes de Cu e Cd variaram de 0 a 60 mg
L?, e de Zn de 0 a 1000 mg L. O crescimento de rizébio nas diferentes
concentragdes de metais foi avaliado com atribuigio de valores para os padroes
observados (0 a 5). Foram determinadas as concentragdes mdximas toleradas ao
metais Zn, Cu e Cd, e estimadas as doses (concentrag3es) téxicas destes metais
que reduzem o padriio de crescimento em 25% e 50%. Foi verificado que: nio
houve influéncia da origem (subfamfilias ¢ locais) na concentragio maxima
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tolerada de cada metal; a ordem de sensibilidade aos metais, considerando-se as
concentragdes maximas toleradas, foi Azorhizobium > Rhizobium /
Mesorhizobium / Sinorhizobium > Bradyrhizobium; a DTas e a DT foram iteis
para diferenciarem algumas estirpes/isolados de um 'mesmo género, que
atingiram a mesma concentragio méaxima tolerada a Zn, Cu e Cd; e a ordem de
toxicidade foi Cu>Cd>Zn. :
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ABSTRACT

MATSUDA, Alexandre. In vitro tolerance of rhizobia from different origins to
zinc, copper, and cadmium. Lavras: UFLA, 2000. 85p. (Dissertation - Master
in Agronomy)

The search for heavy metal tolerant microsymbionts, that could improve
plant development, can facilitate the revegetation of areas degraded by the
excess of such metals. In temperate regions, where the problem was already
detected, there are data indicating the presence of rhizobia strains tolerant to
these metals. For tropical regions, few data are available, although the
environmental contamination problem already exists. This shows how necessary
are studies about soil heavy metal contamination by industrial activities in
tropical regions, where a wide diversity of rhizobia-legume symbiosis occur
helping the selection of promising genotypes for rehabilitation programs in these
soils. This experiment was developed at the Soil Science Department of the
Federal University of Lavras (MG) from February to October/1999, with 60
strains/isolates of the genera Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium and Azorhizobium, from different hosts origins (legume
subfamilies: Papilionoideae, Mimosoideae and Cesalpinoideae) and from local
(Atlantic Forest, Amazon region and other experiments with heavy metals). All
strains were evaluated for Zn, Cu and Cd tolerance in YMA medium (Vincent,
1970) modified by the addition of biological buffers (HEPES and MES) and
supplemented with different concentrations of Cu, Cd, and Zn sulphates. Twenty
strains and/or isolates from each subfamily were tested, at metal concentrations
varying from 0 to 60 mg L' for Cu and Cd and 0 to 1000 mg L for Zn. The
growth of rhizobia at the different metal concentrations was evaluated through
values attributed to patterns (0 to 5). The tolerated maximum concentrations to
Zn, Cu, and Cd metals were determined, and the toxic doses (concentrations) of
these metals which reduce the growth standard in 25% and 50% were estimated.
It was verified that there was no influence of the origin (host and local) at the
tolerated maximum concentration of each metal; the order of sensitivity to heavy
metals, considering the tolerated maximum concentrations, was Azorhizobium >
Rhizobium / Mesorhizobium / Sinorhizobium > Bradyrhizobium; the DT,s and
the DTs were useful to differentiate same strain/isolates of the same genus,
which reached the same tolerated maximum concentration to Zn, Cu, and Cuy;
and the order of toxicity was Cu>Cd>Zn.
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1 INTRODUCAO

A poluigdo ambiental por residuos industriais contendo metais pesados
tem gerado graves problemas ao ambiente, comprometendo o ecossistema. As
leguminosas capazes de formarem simbiose eficiente com rizobio sdo espécies
promissoras em programas de revegetagio de solos contaminados. O
desenvolvimento de trabalhos que visem essa revegetacio com leguminosas
requer uma gama de estudos que envolvem diversos fatores, entre eles a
obtencdio de rizobio tolerante a niveis toxicos de metais pesados.

Os efeitos dos metais pesados sobre o rizébio t€m sido investigados
através da adicdio de sais de metais em concentragdes crescentes aos meios
nutritivos (Duxbury e Bicknell, 1983; Kinkle, Angle e keyser, 1987; Rozycki,
1992; Angle et al, 1993), e seus efeitos sobre‘ o crescimento deste
microrganismo sdo avaliados quantitativamente, através da contagem em placa,
ou através da estimativa da tolerincia, atribuindo valores para os padrdes de
crescimento (Martensson, 1992). Uma limitagio no uso de métodos “in vitro” é
que as concentragdes dos ions metalicos livres e, consequentemente, suas
atividades reais nio sfio conhecidas (Angle e Chaney, 1989). Além disso, alguns
metais, como Cu, Pb e Ni, sdo geralmente menos toxicos quando complexados
com compostos organicos do que em forma livre (Babich e Stotzky, 1980;
1983). Como consequéncia, a utilizagio destes meios de cultura pode
superestimar as concentragdes de metais toleradas. Além disso, estas podem ndo
estar relacionadas as concentragdes metalicas reais encontradas nos habitats dos
quais o rizébio foi isolado (Chaudri et al., 1993a,b). No entanto, os dados de
tolerancia “in vitro” sdo muito importantes, pois s3o qualitativos e servem para
comparar um grande niimero de microrganismos, sem levar em conta que o meio
solido & um método mais rapido ¢ acessivel, tendo sidé empregado em varios
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estudos de tolerdncia de rizébio a metais (Kinkle, Angle ¢ Keyser, 1987,
Martensson, 1992; Angle et al., 1993; Trannin, 1999). Nestes estudos, alguns
envolvendo bactérias diazotroficas dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, e
Azorhizobium e Bradyrhizobium, as representantes do género Bradyrhizobium
mostraram-se mais tolerantes aos metais pesados.

Este estudo teve como objetivo avaliar “in vitro” a tolerancia de 60
estirpes/isolados de rizébio (Bradyrhizobium, Azorhizobium, Rhizobium,
Mesorhizobium e Sinorhizobium), de diferentes procedéncias de hospedeiro
(subfamilias das leguminosas: Papilionoideae, Mimosoideae ¢ Cesalpinoideae) e
local (Mata Adintica, Amazfnia e experimentos com metais pesados), a cobre,
cadmio e zinco.
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2 MATERIAL E METODOS

Sessenta estirpesfisolados de bactérias diazotréficas que formam
simbiose com leguminosas, aqui coletivamente chamadas de rizébio, num total
de 20 de cada subfamilia das leguminosas, Papilionoideae, Mimosoideae e
Cesalpinoideae, provenientes de diferentes locais (Tabelas 1, 2 e 3), foram
estudados quanto A tolerdncia, em seis concentragdes de Zn, Cu ¢ Cd em meio
YMA (Vincent, 1970) modificado. Cada estirpe ou isolado crescea em 30 mL de
meio YEM (Vincent, 1970) com pH 6,8, sob agitag3o orbital a 105 rpm a 28°C.
Passados 2 dias de crescimento para Meso/Sino/Rhizobium (1,3x10" cel mL™), 4
dias de crescimento para Azorhizobium (10° cel mL™") e 6 dias de crescimento
para Bradyrhizobium (1,2x10' cel mL™), uma aliquotai‘de 1 mL de cultura de
cada estirpe ou isolado foi transferida para tubos ‘eppendorf de 1,5 mL
esterilizados e foi centrifugada a 8000 pm, a 25°C, por 4 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas er;h ImL de solugdio salina
estéril (NaCl 5,5 g L) e centrifugadas novamente, répetindo o processo de
lavagem em solugéio salina por trés vezes. Posteriormente, aliquotas de 0,1mL de
suspensdes de células lavadas de rizébio foram inocqladas ¢ espalhadas com
alca de Drigalsky em placas contendo meio YMA m:}odiﬁcado por adi¢do de
tampdes biologicos HEPES (1,3 mg L de N-2-hydfoxyethy1pipemzine-N-2-
ethane sulfonic acid) e MES [1,1 mg L de 2-(N-morpholino) ethane sulfonic
acid] (Cole e Elkan, 1973), suplementado com diferentgs concentragdes de cada
metal, testado individualmente (Figura 1). |

33



129

TABELA 1. Estirpes ¢ isolados de rizébio de diferentes
hospedeiros, tempo de crescimento,

espécies da subfamilia Cesalpinoideae, com’ seus respectivos géneros,
alteragdo de pH ocasionada no meio YMA, produgfio de goma e local de origem.

Esﬁrpe/lsoladol"?I Género Hospedeiro Tempo de ReagliodopH  Produgfio de goma Local de
crescimento® do meio pelas coldnias* origem
BR-39019 Bradyrhizobium Melanoxylon sp. lento alealiniza 12 Mata Atlintica
BR-5004% Bradyrhizobium  Dimorphandra sp. lento alcaliniza 2 Mata Atlintica
BR-50059 Bradyrhizobium  Dimorphandra sp. lento alcaliniza 2 Mata Atlantica
INPA-G8A Bradyrhizobium  Dimorphandra parvifiora lento alcaliniza 2 Amazdnia
INPA-101A Bradyrhizobium  Dimorphandra parviflora lento alcaliniza 2 Amazfnia
INPA-145A Bradyrhizobium  Dimorphandra parvifiora lento alcaliniza 2 Amazbnia
INPA-147A Bradyrhizobium  Dimorphandra parviflora lento alcaliniza 2 Amaz0nia
INPA-155A Bradyrhizobium  Campsiandra laurifolia muito lento alcaliniza 1 Amaz0nia
INPA-170B Bradyrhizobium Campsiandra comosa lento alcaliniza 2 Amazdnia
INPA-173A Bradyrhizobium  Tachigali paniculata lento alcaliniza 2 Amazdnia
INPA-179A Bradyrhizobium Ceampsiandra comosa lento alcaliniza 2 Amazénia
INPA-191A Bradyrhizobium  Dimorphandra parvifiora lento alcaliniza 2 Amaz8nia
INPA-547B Bradyrhizobtum  Tachigali paniculata lento alcaliniza 2 Amaz0nia
INPA-553A Bradyrhizobium  Tachigali paniculata lento alcaliniza 2 Amazdnia
UFLA-01-11 Bradyrhizobium  Chamaecrista sp. lento alcaliniza 2 Amazlnia
FL-27 Bradyrhizobium  Albizia falcataria lento alcaliniza 2 Mata Atlintica
BR-3804% Mesorhizobtum  Chamaecrista ensiformis rapido acidifica 3 Mata Atlintica
BR-5001 Sinorhizobium  Dimorphandra mollis répido acidifica 23 Mata Atléintica
INPA-353B® Rhizobium Vouacapoua pailidior rapido neutro 2 Amazdnia
UFLA-01-10® Rhizobium Chamaecrista sp. ripido acidifica 3 Amazdnia

R e FL: estirpes/isolados da colegio da EMBRAPA/CNPAB-Centro
colegfio do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazbnia;
®Estirpes/isolados classificados provisoriamente,

goma pelas coldnias), como Rhizobiums,

Rhizobium). ®Tempo para o aparecimento de coldnias isoladas
10; crescimento muito lento: > 10. “Prod
intermedidrios (Moreira, 1991). “Esti

Nacional de Pesquisa de Agrobiologia,
UFLA: estitrpes da coleglo da Universidade

uclio de goma pelas coldnias (avaliagfo visual comparati
rpes recomendadas para produgfio de inoculante comercial,

de acordo com suas caracteristicas (tempo de crescimento,
somente testes genéticos mostrarfio a que género realmente perten
(dias): crescimento rédpido: 1-3; crescimento intermedidrio: 4-5; crescimento lento: 6-
va). 1-pouca; 2-média; 3-abundante; 1/2 e 2/3:

Seropédica,/RJ; INPA: estirpes da
Federal de Lavras, Lavras’MG.
reagfio do pH do meio e produgfio de
cem (Mesorhizobium, Sinorhizobium ou
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TABELA 3. Eslirpes ¢ isolados de rizobio de diferentes espécies da subfamilia Papilionoideae, com seus respectivos géneros,
hospedeiros, tempo de crescimento, alteragéio de pH ocasionada no meio YMA, producdo de goma e local de origem.

Metais

goma pelas col6nias), como Riizobiunr,

Rhizobium). ©T

6-10. ¥Prod;

solos contendo 10% de solo contaminado diluido em latossolo vermelho ;:scuro (LE),
Est

(CMM),

Trés

Marias-MG,

empo para o aparecimento de col6nias isoladas (dias): crescimento répido: 1
ugfo de goma pelas col6nias (avaliagio visual comparativa): 1-pouca; 2-média;

3

irpes

somente testes genéticos mostrarfio a que género realmente perten

como

Estirpe/ Género Hospedeiro Tempo de Reaglio do Produgiode  Local de origem
Isolado® crescimento® pHdomeio  goma pelas

coldnias®
BR-299 Bradyrhizobium  Glycine max lento alcaliniza 2 Mata Atlintica
BR-96© Bradyrhizobium  Glycine max lento alcaliniza 2 Mata Atléntica
BR-2001© Bradyrhizobium  Crotalaria juncea lento alcaliniza 2 Mata Atléntica
BR-2613 Bradyrhizobium  Pueraria phaseoloides lento alcaliniza 2 Mata Atléntica
BR-2405¢ Bradyrhizobium  Neonotonia wightii lento alcaliniza 2 Mata Atlintica
BR-2801€ Bradyrhizobium  Indigafera hirsuta lento alcaliniza 2 Mata Atldntica
BR-6009® Bradyrhizobium  Deguelia sp. lento alcaliniza 2 Mata Atléntica
BR-8402¢ Bradyrhizobium  Dalbergia sp. lento alcaliniza 2 Mata Atléntica
BR-8404© Bradyrivizobium  Dalbergia nigra lento alcaliniza 2 Mata Atléntica
INPA-33A Bradyriizobium  Derris amazénica lento alcaliniza 2 Amaz6nia
INPA-80A Bradyrhizobium  Ormosia discolor lento alcaliniza 2 Amaz6nia
INPA-237B Bradyriizobium  Pterocarpus sp. lento alcaliniza 2 Amazdnia
INPA-514A Bradyrhizobium  Machaerium quinata lento alcaliniza 2 Amazinia
UFLA-01-486 Azorhizobium  Sesbania virgata intermedisrio  alcaliniza 1 CMM-MG®©
UFLA-01-510 Azorhizobium  Sesbania virgata intermedidrio  alcaliniza 1 CMM-MG®
BR-3220+© Rhizobium  Phaseolus vulgaris répido acidifica 3 Mala Atléntica
BR-6401® Rhizobium Centrolobium sp. répido acidifica 3 Mata Atléntica
INPA-523B Rhizobium Swartzia polyphylia répido acidifica 3 Amaz6nia
UFLA-04-708® Rhizobium  Macroptilium atropurpureum répido neutro 3 Amazbnia
UFLA-04-709® Rhizobium Macroptilium atropurpureum répido neutro 3 Amazfnia
“BR: estirpes/isolados da colegio da EMBRAPA/CNPAB-Cenlro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia, Seropédica/RJ; INPA: estirpes da
colecdo do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazbnia; UFLA: estitpes da coleglio da Universidade Federal de Lavras, Lavras/MG.
®gstirpesfisolados classificados provisoriamente, de acordo com suas caracteristicas (tempo de crescimento, reago do pH do meio e produgfio de

cem (Mesorhizobium, Sinorhizobim ou
-3; crescimento intermedidrio: 4-5; crescimento lento:
3-abundante (Moreira, 1991). @Isolado de mistura de
solo contaminado proveniente da Companhia Mineira de

recomendadas inoculantes.



1,3x10" cel mL™" Meso/Sino/Rhizobium
1.2x10" cel mL™" Bradyrhizobium
1 mL

10" cel mL" Azorhizobium

/\ 0,1 mL/placa
—— : ‘
L_. o J
~

U

s suspensio 3 placas
centrifu- descarte do de células YMA+HEPES-MES+
30 mL YEM, pH 6,8 gaglio sobrenadante ¢ lavadas de Cu,Cd e Zn, pH 6,8
agitagdo orbital 8000 adigio de 1 mL rizébio 28°C (6-10 dias)
105 rpm a 28°C pm, 47, solugdo salina
(2-6 dias) 25°C o ~ ~7i

repetido 3 vezes

FIGURA 1. Diagrama esquematico (modificado de Trannin, 1999) da avalia¢do
da tolerdncia a Cu, Cd e Zn em meio YMA (Vincent, 1970)
modificado.

As concentragdes de Zn (ZnS0O,.7H,0) utilizadas foram: 0; 200; 400;
500: 600; 800 e 1000 mg L™ para os cinco géneros, conforme Trannin (1999).
Apbs a adigdo das solugdes de ZnSO,.7H,0, o pH dos meios foi ajustado para
6.8 com solugiio de KOH 0,5 N esterilizada. Cadmio e cobre foram adicionados
em concentragdes superiores s utilizadas por Trannin (1999), ja que a estirpe
BR-4406 e os isolados de solo contaminado (UFLA-01-456, UFLA-01-457 e
UFLA-01-469), pertencentes ao género Bradyrhizobium, cresceram na maior
concentragdo testada pela autora; como a estirpe BR-4406 ¢ o isolado de solo
contaminado UFLA-01-457 também fizeram parte deste estudo, Cd e Cu foram
adicionados nas formas de 3CdS04.8H,0 e CuSO4.5H,0, nas concentragdes: 0;
5.0: 10; 20; 30; 40 e 60 mg L, e 0; 2,5; 5,0; 10; 20; 40 e 60 mg i




respectivamente, também para os cinco géneros. Para auxiliar a visualizagiio de
.alteragdes em pH do meio durante a avaliagdo, tratamentos controles, sem
inoculagdo, foram mantidos para cada nivel de contamina¢io com metal. Apés
inoculagdo, A&s placas foram incubadas a 28°C durante 10 dias para
Braaj/rhxzabmm, 6 a 10 dias para Azorhizobium e MesolSino/Rhizobium. Os
tratamentos foﬂtm distribuidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com 3 repethﬁw

, (0] compértamento de rizdbio nas dxferent&s concentrar;o&s de metais foi
avallado“ ambumdo-se valores aos dlferentw padrﬁ&s de crescimento (PC) f
observados 0 = sem cr&sclmento, 1 = sem colomas visiveis, mas com |
alcalinizacdo (Bradyrhizobium/Azorhizobium) ou acldlﬁcat;io/ausencla de
alteragio da cor do meio (dependendo da estirpe ou isolado do
MesolSino/Rhizobium) e crescimento positivo apés repicagem para meio sem
metal; 2 = pouco; 3 = médio; 4 = abundante, com distribui¢io heterogénea na
placa; 5 = méximo, com distribuigfio uniforme por toda a placa, ndo diferindo do
crescimento em meio sem contaminagdo. A concentragio maxima tolerada
(CMT) correspondeu d maior concentragio de metal que apresentou PC igual ou
maior que 1.

Através dos valores atribuidos aos diferentes PC para avaliagdo do
comportamento do rizébio nas diferentes concentragdes de metais, foram
determinados os valores de padrdes de crescimento relativos. Em seguida,
utilizando-se o programa TableCurve 2D for Windows v. 2.03 (Jandel
Corporation), foram obtidas as equagGes de regressfio correspondentes a estes
padrdes de crescimento relativos. Com basc nas equagSes de regressio
encontradas para cada microrganismo e metal pesado, foram estimadas as doses
(concentragdes) téxicas dos metais Zn, Cu ¢ Cd no meio de cultura, que reduzem

o padrio de crescimento em 25% e 50%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Zinco foi o metal menos toxico para todas as estirpes ¢ isolados testados.
Para os dois isolados de Azorhizobium (UFLA-01-4S6 ¢ UFLA-01-510), a
concentragio maxima tolerada (CMT) a zinco foi 400 mg L”, diferindo,
entretanto, nos PC, na concentragio de 200 mg L' (UFLA-01-486: PC=2,
UFLA-01-510: PC=1) (Figura 2). Como Azorhizobium:¢ restrito a hospedeiros
do género Seshania, nfo foi possivel a comparagio entre subfamilias. Esta CMT
(400 mg L") também foi encontrada pelas estirpes ¢ isolados de Azorhizobium
mais tolerantes a Zn estudados por Trannin (1999). A CMT a Zn por todos
representantes de Rhizobium, Mesorhizobium € Sinorhizobium foi 500 mg L!
(Fighra 3). Nesta concentragfio, todas estirp&s/isolédos de Rhizobium e
Sinorhizobium oriundos de Cesalpinoideae tiveram os maiores PC (2), enquanto
os representantes oriundos de Papilionoideac ¢ Mimosoideae tiveram PC I;
Mesorhizobium obteve PC 2 na CMT a Zn. Como Mesorhizobium teve apenas
uma representante, a estirpe BR-3804 (Cesalpinoideae) ndo pode ser comparada
com outras de mesmo género que tivessem sido isoladas de espécies de outras
SF. Ja os isolados de Rhizobium testados por Angle et al. (1993) mostraram ser
menos tolerantes a Zn, apresentando CMT de 100 mg L™. A maior tolerdncia de
estirpes oriundas da subfamilia Cesalpinoideae a estresses também foi verificada
por Silva ¢ Franco (1984). Estes autores verificaram que das 211 estirpes de
Rhizobium sp. testadas em meio de cultura sob condigdes de acidez, 85,7%,
48.8% e 28,0% isoladas, respectivamente, das SF Cesalpinoideae, Mimosoideae
e Papilionoideae cresceram em meio de cultura com pH 4,6 com e sem 50 pM
AI'®, ¢ uma estirpe cresceu na auséncia, mas no cresceu na presenga de AI”>. De
Bradyrhizobium, a estirpe BR-4406 e os isolados de sblo contaminado UFLA-
01-457 e UFLA-01-473, oriundos de Mimosoideae, forahl os mais tolerantes a Zn,
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atingindo a CMT de 800 mg L", enquanto os outros representantes deste género
atingiram 2 CMT de 600 mg L", sendo que nove destes tiveram PC 2 nesta
concentragdo, e o restante PC 1 (Figura 6). Todos os representantes da SF
Cesalpinoideae tiveram PC 1 na concentragio de 600 mg L de Zn, e os da SF
Mimosoideae que tiveram PC 2 nesta concentracdo sdo de hospedeiros nativos
da Amazdnia. A CMT de 800 mg L também foi verificada por Trannin (1999)
para as estirpes e isolados de Bradyrhizobium mais tolerantes a Zn. No estudo de
Angle et al. (1993), a espécie de Bradyrhizobium (Bradyrhizobium Japonicum)
mais tolerante a zinco apresentou CMT de 500 mg L, no entanto, esta foi a
maior concentracdo testada por estes autores.
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FIGURA 2. Padrdes de crescimento de isolados de A"orhr:obmm expostos a
concentragdes de zinco, cobre e cadmio (mg L’ 'Y em meio YMA
modificado.
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Padroes de crescimento
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Zinco, mg L™
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FIGURA 3. Padrdes de crescimento de estirpes e isolados de Sinorhizobium,

Mesorhizobium e Rhizobium expostos a concentragdes de zinco
(mg L) em meio YMA modificado.
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FIGURA 4. Padrdes de crescimento de estirpes e isolados de Sinorhizobium,
Mesorhizobium ¢ Rhizobium expostos a concentragdes de cobre
(mg L") em meio YMA modificado.
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FIGURA 5. Padrdes de crescimento de estirpes e isolados de Sinorhizobium,

Mesorhizobium e Rhizobium expostos a concentragdes de cadmio
(mg L") em meio YMA modificado.
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Os isolados de Azorhizobium foram muito sensfveis a0 Cu com CMT de
S5mglL’ (Flgura 2), rwultado também encontrado por Trannin (1999)para todas
as estirpes e isolados dé— Azorhizobium tcstadbs =J& as estlrp&sl ""’lziaos de

‘._-..-.-

Rhizobium, Mesorhtzobmm e Sinorhizobium toleraram o Cu duas vez% mals

(CMT = 10 mg L) que “o5-isolados de Azéf'lzgqum (Figura 4) _Todas as
estirpes/isolados de hazob‘lum e .S'morhtzobmm orlundos das SF Césﬁlpmondeae
e Papilionoideae tiverami PC2 ma CMT, e:-0s. de Mlmosoﬁleae, PC 1;

P e

Mesorhizobium também obteve PC 2 na CMT. a ‘Cu. No trabalho deAngle et al.

——d

(1993), novameme, a CM'I*' pe16~'isolado de Rhmbmm im_mais tolerante—aL -Gu foi

aaes -.--._~-

estirpe BR-4406 € os 1sola'dﬁs~a&solo contammado UFLA-01-457‘“e‘ UFLA-OI-

473, os trés oriundos de Mm_gsoxdwe, foram os mais tolerantes a Cu,;atmgmdo

-«......_ R

a CMT de 60 mg L™, concentrat;io maxima ‘mtudada, porém os dms lsolados
tiveram PC 2 nesta concen_fgt;io, ea BR—4406£C l (Flgura )} Comrela;;ao aos

PN ...--4

outros representantes de Bradyrhizobium, onta (todns isolados de-hospedelros

[Spimet Lo —m— -t

nativos da Amazdnia) apresentaram CMT de 40 mg L”, Y eo r&stante apr&sentou
CMT de 20 mg L™ J4 no‘esfiido de Trannin (1999), a CMT obtnda._para_{:upela
wtupe e lsolados de Bra@rhlzobmm mais tolerant&s foi 40 mg L", porem esta

Pas T — © s

como rcsultado para Cu,ua -CMT de apenas ,_51_0 mg L pelo Bradﬁhlzobmm

- “ o *_;
[

Os dois isolados de Azarhzzabmm tamhém foram os mais senswels.a Cd

.-—-.l

e a CMT foi 20 mg L (F' Figira 2): Das dez esnrpw/lsolados de Aggr_hxzobmm

—— e

estudo, € uma atingiu CIVI'I—"-?Tw *30 mg L"“'R)das as osttrp&s/gblados de

Rhizobium, Mesorhizobiui: eSmorhzzobmm ___gu-am a CMT de 30 0mg L™ para

este . metal ‘sendo que osTgenero hazome-'onundos de Papllwnmdeae
(INPA-5233, UFLA-04-708, UFLA-04-709, BR-322 e BR-6401) tiveram
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maior PC (2) nesta concentragdo (Figura 5). No trabalho de Angle et al. (1993),
como aconteceu com zinco e cobre, a CMT atingida pelos isolados de
Rhizobium mais tolerantes a Cd foi bastante inferior (2,5 mg L) & obtida no
presente estudo. Para Bradyrhizobium, a estirpe e isolacios de solo contaminado
mais tolerantes a Zn ¢ Cu também foram mais tolem a Cd, apresentando
CMT de 60 mg L, enquanto os demais representantes deste género toleraram
até 40 mg L, todos com PC 1 (Figura 8). No estudo de Trannin (1999), a CMT
a Cd pela estirpe e isolados de Bradyrhizobium mais tolerantes foi 40 mg L™;
porém, como ocorreu com cobre, esta foi 2 maior concentra¢io testada pela
autora. Ja Angle et al. (1993) obtiveram, como resultado para Cd, a CMT de
apenas 7,5 mg L' pelo Bradyrhizobium mais tolerante. Borges ¢ Wollum (1980;
1981), ao examinarem a tolerdncia a Cd de wm'p&s de Bradyrhizobium
Jjaponicum simbionte de soja, verificaram que as CMI‘varlaram de 10 a 90 mg
L". Isto sugere que concentragdes mais elevadas dc% Cd (¢ também de Cu)
poderiam ser testadas para a estipe e isolados mais tolerantes de
Bradyrhizobium (BR-4406, UFLA-01-457 ¢ UFLA-01-473) verificados meste
estudo, que toleraram até 60 mg L' de Cd e Cu, i'concentmx;ﬁes méximas
estudadas. ‘

Dentre as estirpes ¢ isolados estudados poriATmnnin (1999), e que
também foram testados no presente estudo, UFLA-01-457, UFLA-01-510, BR-
3617 ¢ BR-4406, a estirpe BR-3617 foi a tnica que apresentou resultado
diferente. No presente estudo, a CMT a Cd por esl@ estirpe foi 40 mg L, ;
enquanto Trannin (1999) encontron 30 mg L7, mulm&o que pode ser devido 2
utilizagio, neste estudo, de uma concentragiio maior de células desta estirpe no
processo de inoculagdo. g

Ap&sardaCMI‘aosu'ésmetaistersidoam&snjlaparatodasasesﬁrpwe
isolados .dos géneros Rhizobium e Sinorhizobium, bs representantes da SF

Mimosoideae mostraram ser mais sensiveis, obtendo. PC 1 para todos metais
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nesta concentragdo. A auséncia de diferengas entre estirpesfisolados dentro dos
géneros Rhizobium e Sinorhizobium, quanto 2 CMT aos metais, pode ser
atribuida 20 fato de ndo terem sido testados isolados de solos contaminados,
diminuindo, com isto, a possibilidade de serem encontradas diferengas quanto &
tolerdncia a metais; no caso do género Azorhizobium, essa auséncia de
diferencas pode ser devida a nio utilizacio de isolados de solos nio
contaminados. Para Bradyrhizobium, nio houve influéncias das SF na tolerdncia
aos metais.

A ordem de toxicidade dos metais a todas as estirpes e isolados
estudados foi Cu>Cd>Zn, concordando com os resultados de Chaudri, McGrath
¢ Giller (1992), Angle et al. (1993) ¢ Trannin (1999).

A estirpe BR-4406 ¢ os isolados de solo contaminado UFLA-01-457 ¢
UFLA-01-473, pertencentes a0 género Bradyrhizobium e isolados de
bospedeiros do género Enterolobium, apresentaram maiores PC, mostrando-se
maistolexantmatodososmetaisqueaswﬁrpweisolados deste e dos demais
generos testados. Trannin (1999), a0 avaliar a tolerfincia a Cu, Zn e Cd em meio
de cultura de dez estirpesfisolados do género Bradyrhizobium e que foram
isolados de hospedeiros do género Enterolobium, verificou que apenas quatro
bactérias diazotroficas (BR-4406, UFLA-01-456, UFLA-01-457 ¢ UFLA-01-
469) atingiram a CMT a estes metais. Ao contrério de UFLA-01-457 ¢ UFLA-
01-473, os outros dois isolados de solo contaminado (UFLA-01486 ¢ UFLA-
01-510) apresentaram grande sensibilidade 2os metas.

Bradyrhizobium apresentou maior variagio de PC que Rhizobium,
Sinorhizobium ¢ Azorhizobium, quando exposto aos metais; como o género
Mesorhizobium teve apenas um representante, nfo foi avaliada a variagio em
seu PC. Houve inibicdo de crescimento com o aumento nas concentragies dos
metais, o que revelou que os isolados de Azorhizobium, seguidos das



estirpesfisolados de Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium foram mais
sensiveis a todos os metais estudados comparados a Bradyrhizobium.

As doses de toxidez DTas e DT, definidas con%o aquelas exigidas para
reduzir o PC do rizobio em 25% e 50%, respectivamente, foram estimadas com
base nas equagdes de regressio ajustadas para os \}alores dos padrdes de
crescimento relativos para cada estirpe/isolado (Tabelas 1A, 2A e 3A). Os
valores obtidos mostram que algumas stirpesfxsolados? de um mesmo género, -
queaﬁngiramamesmaconcenﬂagioma’:dmatoleradaaln,CueCd,
apresentaram comportamento diferenciado, ou seja, DTzs ¢ DTso diferentes
(Tabelas 4, 5 e 6). Os dois isolados de Azorhizobium (UFLA-01-486 ¢ UFLA-
01-510), por exemplo, que atingiram CMT de 400 mg L' a Zn (Figura 2),
apresentaram DT,s e DTy, diferentes. O isolado UFLA-01-510 mostrou-se mais
sensivel a Zn, ja que as concentragdes necessarias para redugdo dos padrdes de
crescimento em 25% e 50% foram menores (Tabela 4). -

TABELA 4. Doses de toxidez (mg L) de Zn, Cu e Cd em meio de cultura para
inibicdo de 25% (DTas) e 50% (DTsp) do padmo de crescimento dos

isolados de Azorhizobium.
Isolado DTy DTy
Zn Cu Cd Zn Cu Cd
UFLA-01-486 161 1,3 14,9 291 2,8 21,0
~UFLA-01-510 62,3 1,3 15,4 207 2,8 24,8
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TABELA 5. Doses de toxidez (mg L") de Zn, Cu ¢ Cd em meio de cultura para
inibicdo de 25% (DTas) € 50% (DTso) do padréio de crescimento das
estirpes/isolados de rizébio oriundos de diferentes subfamilias.

Estirpe/Isolado DTas DT,
Zn Cu Cd Zn Cu Cd

* Subfamilia Cesalpinoideae

UFLA-01-10 ® 249 96 12,9 452 107 203
INPA 353B ® 109 84 289 262 12,3 30,0
BR 3804 ® 204 3,4 8,1 418 7.8 18,6
BR 5001 © 421 9,6 8,1 565 10,7 18,6
Subfamilia Papilionoidese

UFLA-04-708 ® 345 3,5 8,6 452 79 204
UFLA-04-709 ® 345 3,5 86 452 7,9 20,4
INPA 523B ® 345 84 4,1 452 12,3 154
BR322® 345 6,2 4,1 452 9,7 15,4
BR 6401 ® 345 71 296 452 13,0 30,7
Subfamilia Mimosoideae '
BR3452® 241 52 289 437 7.5 30,0

BR 3460 ® 466 52 289 605 7.5 30,0

BR 3614 ® 241 52 92 437 7.5 18,6

BR 4301 ® 241 5,2 13,9 437 7,5 23,9

BR 4302 ® 108 52 8,8 257 75 17,9

'BRS817® 241 52 18,9 437 75 25,3

'BR 6806 466 52 189 605 75 253

Wﬁlﬂoﬂn‘zzzﬁwﬂ; ). Sinorfizobium



TABELA 6. Doses de toxidez (mg L™") de Zn, Cu e Cd em meio de cultura para inibic&io
de 25% (DTas) € 50% (DTso) do padriio de crescimento das estirpes/isolados
de Bradyrhizobium oriundos de diferentes subfamilias.

Estirpe/Isolado DT T DTso
Zn Cu Cd Zn . Cu Cd

Subfamilia Cesalpinoideae
UFLA-01-11 92,6 1,0 45 228 6,3 11,2
FL27 244 14,5 20,5 447 248 336
INPA 68A 64,4 18,5 11,9 247 30,3 25,1
INPA 101A 331 18,5 27,1 440 303 35,6
INPA 145A 222 18,5 3,7 387 30,3 154
INPA 147A 141 18,2 12,2 322 19,3 28,1
INPA 155A 141 11,8 3,7 322 18,6 16,0
INPA 170B 78,0 1,7 8,7 280 7.8 20,2
INPA 173A 644 3,8 6,14 247 16,0 148
INPA 179A 336 2,6 47 467, 6,0 16,7
INPA 191A 222 11,1 93 387 252 20,1
INPA 5478 141 3,6 71,85 322 14,7 19,1
INPA 553A 2 12,5 213 387 19,3 299
BR 3901 222 9,1 12,2 387 19,7 28,1
BR 5004 244 34 17,1 447 94 29,1
BR 5005 24 8,1 9,5 447‘ . 18,9 232
Subfamilia Papilionoideae '
INPA 33A 222 9,1 17,1 387 19,7 29,1
INPA 80A 360 16,9 21,3 536 28,6 29,9
INPA 237B 92,6 1,8 17,1 228’ 18,6 29,1
INPA 514A 229 24 21,0 359 14,2 30,2
BR29 644 7.3 47 247 16,6 11,9
BR 96 471 10,1 45 663 19,6 11,2
BR 2001 453 26,6 27,1 595 38,5 35,6
BR 2613 453 10,1 280 595 19,6 378
BR 2801 244 73 28,0 447 16,6 378
BR 2405 126 34 21,0 361 94 30,2
BR 6009 365 14,5 3,7 486 24,8 154
BR 8402 245 33 3,7 440 13,3 154
BR 8404 222 12,5 1.9 348 19,3 12,8
Subfamilia Mimosoideae i
-UFLA-01-457 174 938 10,9 371 45,5 45,8
UFLA-01473 198 8,5 109 430 60,0 458
INPA 10A 202 14,5 21,3 443 24,8 29,9
INPA 54B 83,5 10,05 2,1 289 15,3 10,1
INPA 72A 245 14,5 7,85 440 24.8 19,1
INPA 75B 202 19,6 271 443 20,7 35,6
INPA 104A 222 111 27,1 387 252 35,6
INPA 183B 202 19,6 7,85 443 20,7 19,1
INPA 223A 29 26,6 2,3 359 38,5 17,7
BR 3617 75,9 4,7 0.9 264 10,9 6,6
BR 4406 128 5,7 10,9 279 24,7 458
BR 5610 92,6 44 2,1 228 11,0 10,1
BR 5611 64.4 34 1,9 247 94 12,8
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As estirpes/isolados de rizébio mais sensiveis a Zn (Tabelas 4, 5 ¢ 6), ou
seja, que sofreram inibicio em 25% no padrdo de crescimento mesmo quando
expostos &s menores concentragdes do metal (menores DTis), e respectivas
doses de toxidez, foram: UFLA-01-510 (62,3 mg L"), INPA 63A (64,4 mg L"),
INPA 173A (64,4 mg L"), BR 29 (64,4 mg L) e BR 5611 (64,4 mg L"). Com

-relagio a Cu, as estirpes/isolados mais sensiveis, e respectivas doses de toxidez,

foram: UFLA-01-11 (1,0 mg L"), UFLA-01-486 (1,3 mg L), UFLA-01-510
(1,3 mg L"), INPA 170B (1,7 mg L), INPA 514A (2,4 mg L) ¢ INPA 179A
(2,6 mgL"). Para Cd, as estirpes/isolados mais sepsiveis, € respectivas doses de
toxidez, foram: BR 3617 (0,9 mg L"), BR 5611 (1,9 mg L"), BR 8404 (1,9 mg
L"), INPA 54B (2,1 mg L"), BR 5610 (2,1 mg L") e INPA 223A (2,3 mg LY.

As estirpesfisolados de rizébio mais tolerantes a Zn (Tabelas 4, 5 ¢ 6),
ou seja, que s6 sofreram inibigio em 50% no padrdo de crescimento quando
expostos s maiores concentragdes do metal (maiores DTs), e respectivas doses
de toxidez, foram: BR 96 (663 mg L"), BR 3460 (605 mg L"), BR 6806 (605
mg L"), BR 2001 (595 mg L"), BR 2613 (595 mg L™') ¢ BR 3804 (586 mg L"),
Com relagio a Cu, as estirpes/isolados mais tolerantes, e respectivas doses de
toxidez, foram: UFLA-01-473 (60,0 mg L"), UFLA-01-457 (45,5 mg L"), BR
2001 (38,5 mg L") e INPA 223 A (38,5 mg L*). Para Cd, as estirpes/isolados
mais tolerantes, e respectivas doses de toxidez, foram: UFLA-01-457 (45,8 mg
L"), UFLA-01-473 (45,8 mg L") ¢ BR 4406 (45,8 mg L), BR 2613 (37,8 mg
L") e BR 2801 (37,8 mgL").

As estirpes/isolados mais sensiveis (menores DT2s) e mais tolerantes
(maiores DTs) a Zn, Cu e Cd pertencem, predominantemente, a
Bradyrhizobium, sendo este o género que apresentou as maiores CMT a estes
metais (Figuras 2 a 8). Nos estudos de Angle et al. (1993) e Trannin (1999),
Bradyrhizobium também foi mais tolerante a metais pesados que Rhizobium e
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Azorhizobium, respectivamente. Azorhizobium, género que apresentou as menores
CMT aos trés metais, também obteve as menores DTs.

Nio houve influéncias das procedéncias de subfamilias e locais na DTas e
DTs a metais.

Dentre os metais pesados estudados, Zn foi o que apresentou maiores
valom de DT.s e DTsq, 0 que indica a menor fitotoxidez d&fse elemento.

As diferencas na tolerincia a metais entre Bradyrhlzobzum (crescimento
lento) e Rhizobium (crescimento réipido) que ja sido conhecldas (Angle et al., 1993;
Kinkle, Angle ¢ Keyser, 1987; Borges ¢ Wollum, 1980 ¢ 1981), estédo associadas &
densa cépsula polissacaridica ao redor das células, especialmente de
Bradyrhizobium, que retém os metais, impedindo que sejam absorvidos (Beveridge
e Doyle, 1989, citados por Angle et al., 1993). Além disso, Bradyrhizobium causa
reacdo alcalina no meio, o que pode reduzir a solublhdade e atividade dos metais
(Alexander, 1977). Ao contrario, Rhizobium geralmente dmnmu o pH em seu meio,
aumentando a disponibilidade e toxicidade dos metais. Par outro lado,
Azorhizobium, que apresenta crescimento intermediério, apesar de produzir menos
polissacarideos extracelulares que Bradyrhizobium e Rh?zobium, ﬁromove maior
alcalinizacdio do meio que este dois géneros (Dreyfus, Garcia ¢ Gillis, 1988). No
entanto, o estudo envolvendo os cinco géneros (Bradyrhizobium, Rhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizbium ¢ Azorhizobium) quanto & toxicidade dos metais “in
vitro” esta sendo realizado pela primeira vez, e pelos resultados obtidos, verificou-se
que na concentragio méxima tolerada aos metais, pmvaléoeu a maior produgdo de
polissacarideos extracelulares (EPS) pelo Rhizobium, Mesorhizobium e
Sinorhizobium, em detrimento da alcalinizagio do meio por Azorhizobium. Ja a
maior tolerincia de Bradyrhizobium «que Rhizobium, Mesorhizobium e
Sinorhizobium, pode ser atribuida a produgio de EPS associada a sua capacidade de :
alcalinizar o meio. Portanto, a ordem de tolerdncia aos metais, considerando-se as
concentragSes maximas toleradas, foi Bradyrhizobium > Rhizobium /

Mesorhizobium / Sinorhizobium > Azorhizobium.



4 CONCLUSOES

* A estirpe BR-4406 e os isolados de solo contaminado UFLA-01457 ¢ UFLA-
01-473, pertencentes ao género Bradyrhizobium, e isolados de hospedeiros do
‘género Enterolobium foram os mais tolerantes (maiores concentragSes maximas
toleradas) a Zn, Cue Cd.

¢ No houve influéncias das subfamilias e locais na concentracio maxima
tolerada a metais.

* A ordem de toxicidade dos metais a todas as estirpes e isolados de rizébio
estudados foi: Cu>Cd>Zn.

® A ordem de tolerdncia aos metais pesados, considerando-se as concentragdes
méximas toleradas, foi Bradyrhizobium > Rhizobium / Mesorhizobium /
Sinorhizobium > Azorhizobium.

® A DT>s e DTs, foram tteis para diferenciarem algumas estirpes/isolados de um
mesmo género, que atingiram a mesma concentra¢do méxima tolerada a Zn, Cu
e Cd.
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CAPITULO 3

SOBREVIVENCIA DE BRADYRHIZOBIUM E AZORHIZOBIUM EM
SOLO CONTAMINADO COM METAIS PESADOS

RESUMO

MATSUDA, Alexandre. Sobrevivéncia de Bradyrhizobium e Azorhizobium
¢m solo contaminado com metais pesados. Lavras: UFLA, 2000. 85p.
(Dissertagiio - Mestrado em Agronomia)

O estudo foi conduzido no Departamento de Ciéncia do Solo da
Universidade Federal de Lavras (MG), no periodo de novembro/1999 a
janeiro/2000, com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia saprofitica de estirpe e
isolados de rizébio em solo contaminado com metais pesados. Além disso, foi
estudada a possivel relago entre toleréincia do rizébio em meio de cultura e sua
sobrevivéncia em solo contaminado. Foram utilizados dois dos trés
microrganismos mais tolerantes [BR-4406 (estirpe recornendada para inoculagio
de Enterolobium) e UFLA-01-457 (isolado de solo contaminado), ambos
pertencentes ao género Bradyrhizobium) e os dois mais sensiveis (UFLA-01-486
e UFLA-01-510, isolados de solo contaminado, pertencentes ao género
Azorhizobium), selecionados previamente, em meio de cultura com metais
pesados, de um grupo de 60 estirpes/isolados. Foram utilizadas trés proporg¢des
[0, 15 e 45% (v/V)] de um solo contaminado (PSC) com Zn, Cd, Pb e Cu (18600,
135, 600 e 596 mg dm™ extraidos por aqua regia, respectivamente), diluido em
latossolo vermelho escuro (LE) de baixa fertilidade. Cada PSC foi inoculada
com 20 mL de cultura em YEM (Bradyrhizobium: 12x10° cel mL™:
Azorhizobium: 10° cel mL™) das estirpes mencionadas, testadas separadamente
com trés repeticSes. A avaliagio do ntimero de células vidveis nas diferentes
PSC foi realizada por contagem das unidades formadoras de colénia (UFC) a 0,
7, 14, 21 e 28 dias de incubagdo, pelo método das diluigSes sucessivas e
inoculagdo em placas com meio YMA. A sobrevivéncia de Azorhizobium foi
mais afetada por metais pesados no solo do que a de Bradyrhizobium. Houve
relagio entre tolerdncia “in situ™ e tolerdincia “in vitro™. A porcentagem de
células de Bradyrhizobium e Azorhizobium que sobreviveram ao final de 28 dias
de incubagdo, em 0%, 15% e 45% de PSC, respectivamente, foi: BR-4406:
95,8%, 83,3% e 20,4%, UFLA-01-457: 95,8%, 79,6% e 21,9%, UFLA-01-486:
164,4%, 1,7% e 0% e UFLA-01-510: 99%, 2,2% e 0%.
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ABSTRACT

MATSUDA, Alexandre. Survival of Bradyrhizobium and Azorhizobium in
heavy metal contaminated soil. Lavras: UFLA, 2000. 85p. (Dissertation -
Master in Agronomy)

An experiment was carried out at Soil Science Department of the Federal
University of Lavras (MG), from november/1999 to january/2000, aiming to
evaluate the saprophytic survival of strain and isolates of gizobia, in heavy metal
contaminated soil. Besides, it was studied the possible relationship between
rhizobia tolerance in culture medium and its survival in contaminated soil. From
a group of 60 strains/isolates tested for metal tolerance in YMA medium, two
out of the three most tolerant microorganisms [BR-4406 (strain recommended as
inoculant of Enterolobium) and UFLA-01-457 (isolated from contaminated soil),
both belonging to the genus Bradyrhizobium) and the two most sensitive
microorganisms (UFLA-01-486 and UFLA-01-510, " both isolated from
contaminated soil and belonging to the genus Azorhizobium) were selected. A
heavy metal contaminated soil (18600 mg L™ Zn, 135 mg L™ Cd, 600 mg L' Pb,
and 596 mg L™ Cu, extracted by “aqua regia”) was diluted in a low natural
fertility Latosol (Oxisol) at different proportions (PCS): 0, 15 and 45 %. Each
PCS was inoculated with 20 mL of culture in YM (Bradyrhizobium: 1.2x10" cel
mL"'; Azorhizobium: 10° cel mL"") of the above strains, tested separately with
three replications. Evaluation of viable cell numbers inithe different PCS was
done by counting colony forming units (CFU) at 0, 7, 14, 21, and 28 days of
incubation by the method of successive dilutions inoculated in YMA medium.
The survival of Azorhizobium was more affected by heavy metals in soil than
Bradyrhizobium. There was relationship between in situ and in vitro tolerance.
The percentage of Bradyrhizobium and Azorhizobium célls which survive to the
end of 28 days of incubation, in 0%, 15%, and 45% of PCS, was respectively:
BR-4406: 95.8%, 83.3% and 20.4%, UFLA-01-457: 95.8%, 79.6% and 21.9%,
UFLA-01-486: 164.4%, 1.7% and 0% and UFLA-01-510: 99%, 2.2% and 0%.

!
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1 INTRODUCAO

A exploragio e industrializagdo de minérios sdo atividades de
importincia econdmica mundial; no entanto, promovem a contaminagio do solo
por metais pesados, que em altas concentragdes tornam-se toxicos is plantas e 3
comunidade microbiana do solo. As leguminosas capazes de formar simbiose
eficiente com rizébio sdo espécies promissoras em programas de recuperaciio de
solos contaminados. A probabilidade na formagio de nodulos efetivos e,
consequentemente, a ocorréncia de fixaggio biolégica do nitrogénio, em solo
contaminado com metais pesados, é maior com a sobrevivéncia saprofitica de
um grande niimero de células de rizébio efetivo (Giller, McGrath e Hirsch,
1989).

Foi demonstrado, em éreas temperadas, que a tolerdncia do rizébio a
metais varia entre espécies e estirpe, sendo que a maioria dos trabalhos relatam
dados sobre o género Rhizobium, € a contaminacio geralmente é atribuida a
adicdo ao solo de lodo de esgoto urbano contendo metais pesados. No entanto, 2
contaminacio de solo com residuos inorgdnicos, como os rejeitos das indiistrias
metalirgicas contendo elevadas concentragSes de metais, necessita ser
pesquisada em relagdio a rizébio e fixagdo bioldgica de nitrogénio. Portanto,
tomam-se necessirios estudos voltados as contaminagdes por atividades
industriais nos trépicos, onde existe ampla diversidade de simbioses rizébio-
leguminosas, favorecendo a selecdo de gendtipos promissores para os programas
de reabilitacio destes solos.

O presente estudo teve como objetivos: 1) avaliar a sobrevivéncia de
Bradyrhizobium e Azorhizobium em solo contaminado com metais pesados por
fonte inorgnica; 2) verificar se a tolerincia em meio de cultura se relaciona 3
sobrevivéﬁcia do rizébio em solo contaminado com metais pesados.
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2 MATERIAL E METODOS

Para avaliar a sobrevivéncia de rizébio em solo contaminado com metais
pesados, utilizou-se Bradyrhizobium tolerante [BR-440§ (estirpe recomendada
para inoculagdo de Enterolobium) e UFLA-01-4:57 (isolado de solo
contaminado)], e Azorhizobium sensivel [UFLA-0 1-486 ¢ UFLA-01-510-
(isolados de solo contaminado)], selecionados do experimento anterior.

O solo contaminado utilizado foi classificado ﬁor Ribeiro-Filho et al
(1999) como Latossolo Vermelho Amarelo Plintico tLVp), proveniente da
Companhia Mineira de Metais — CMM, com teores de metais atingindo 13600
mg/dm®, 135 mg/dm’, 600 mg/ dm® ¢ 596 mg/dm’ de Zn, Cd, Pb e Cu,
respectivamente, além de outros elementos com meno}'es teores. Este solo foi
misturado, em proporgdes de 0, 15 e 45% (v/v), com um Latossolo Vermelho
Escuro (LE) nio contaminado, coletado na camada séiperﬁcial (0-20 cm), na
regido de Jaguara, MG. Estas misturas foram as mesmaé utilizadas por Trannin
(1999) e as caracteristicas quimicas e fisicas se encontrfam na Tabela 1.

Depois de serem passadas em peneira de malha 2,0 mm, 200 g de cada
mistura do solo das diferentes proporgdes de solo contaminado (PSC) foram
autoclavadas individualmente em erlenmeyers (SOO mL) tampados (4
repetices/PSC), durante 1 hora, a 120°C. Depois, cada 200 g das diferentes PSC
‘foram inoculados com 20 mL de cultura em YEM (Vihcent, 1970) da estirpe ¢
dos isolados testados separadamente. Estas culturas foram produzidas em pH 6,8
e sob agitago orbital de 105 rpm, a 28°C, durante 4 dias para Azorhizobium Qaeo
cel mL", correspondente a 10° cel g solo) e 6 dias para Bradyrhizobium
(1,2x10' cel mL", correspondente a 1,2x10° cel g solo); logo em seguida, o
solo foi revolvido para garantir a distribuicio uniforme das células de rizébio. O



solo foi mantido com teor de umidade em tomo de 70% do volume total de
poros (VTP) por meio de pesagens e utilizagdo de dgua destilada autoclavada,

TABELA 1. Caracteristicas quimicas ¢ fisicas das misturas dos solos LVp e
LE contendo diferentes proporgdes de solo contaminado (PSC),
apds autoclavagem & 120°C durante 1 hora.

Caracteristicas PSC, %
0 15 45
Quimicas
pH em agua 1:2,5 58 5,9 6,2
P* mg dm™ 7,0 12,0 32,0
K* mg dm 131,0 179,0 192,0
Mn** mg dm™® 10,0 23,5 18,0
Fe** mg dm> 21,7 6,9 1,4
Zn** mg dm? 0,4 645,0 12350
Cu** mg dm? 1,3 102,0 197,2
Cd** mg dm™’ 0,1 15,0 64,0
Pb** mg dm™ 1,34 36,8 187,0
Ca cmol, dm 29 4,1 2,5
Mg cmol, dm 1,5 05 1,5
Al cmol, dm™ 0,0 0,0 0,0
H+Al cmol, dm™ 3,6 2,9 2,3
S.B. cmol, dm™ 47 5,1 45
t cmol, dm™ 47 51 4,5
T cmol, dm™ 8,3 8,0 6,8
m % 0,0 0,0 0,0
\ % 56,8 63,6 66,1
Fisicas

Areia % 17,0 20,0 33,0
Silte % 29,0 33,0 32,0
Argila % 55,0 47,0 35,0
M.O. dag kg™ 3,1 3,1 3,1

*,**. Extraido por Mehlich 1 e DTPA, respectivamente,



A avaliagio do namero de células viaveis da estirpe e isolado de
Bradyrhizobium ¢ dos isolados de Azorhizobium, em cada PSC, foi realizada por
contagem do numero de unidades formadoras de colonias (UFC)a0;7;14;21 ¢
28 dias apos a inoculagdo, utilizando-se o método das diluigdes sucessivas de
solo em solugio salina e inoculagdo em meio YMA para contagem de UFC. Para
isso, diluigdes cm série foram preparadas colocando-se 5 g de amostra de solo
em erlenmeyer de 250 ml contendo 95 ml de solugio salina autoclavada a 120°C
por 20 minutos (diluigdo 20™). Estes frascos foram agitados (200 rpm) por 30
minutos, em agitador de movimento circular horizontal, para dispersdo das
células bacterianas. Em scguida, cfetuaram-s¢ as diluigdes, retirando-se, com
uma pipeta estéril, 1 mL da diluigdo 20", que foi transferida para tubos de ensaio
com 9 mL de solugio salina estéril (diluigdo 10™) até a diluigdo 10® (Figura 1).
Para contagens foram utilizadas as diluigdes 10” a 10®, e de cada diluigdo foram
retiradas 3 aliquotas de 20 pL inoculadas em placas contendo meio YMA,
divididas em 6 partes, de forma que cada placa possibilitasse a avaliagdo de duas
diluigdes, com 3 repetigdes (Miles ¢ Misra, 193 8). Os dados foram submetidos a
andlise de varidncia, teste de médias e regressdo, utilizando-se o programa
estatistico SANEST (Zonta, Machado e Silveira Junior, 1984). Os modelos de

regressdo foram sclecionados considerando-s¢ o maior nivel de significancia.
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FIGURA 1. Diagrama esquemdtico (modificado de Trannin, 1999) da avaliagio da
sobrevivéncia de rizébio em estado saprofitico em solo contaminado com
metais pesados: a) cultivo de rizébio em meio YEMG e inoculagdo em
solo contaminado com metais; b) método das diluigdes sucessivas para
determinar o nimero de UFC (Miles e Misra, 1938) de rizébio em solo
contaminado com metais, avaliado em 0; 7; 14; 21 e 28 dias de incubagdo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo resumo da ANAVA para mimero de unidades formadoras de
colénia (UFC) de Azorhizobium e Bradyrhizobium, em funcio de diferentes
periodos de incubagio (PI), e mistura de solos contendo diferent&s propor¢des de
solo contaminado (PSC), podemos verificar que todos os tratamentos, bem como
suas interagdes, exerceram efeitos significativos sobre o mimero de UFC dos
representantes dos dois géneros (Tabela 4A).

O efeito da interagdo EI x PI sobre o mimero de UFC foi analisado
dentro de cada PSC, e encontra-se na Tabela 2. O comportamento de cada
isolado e da estirpe em fungdo dos periodos de incubagdo crescentes (dias) foi
analisado por regressfo polinominal dentro de cada PSC:

O miimero de UFC da estirpe BR-4406 ¢ isolados de solo contaminado
UFLA-01-457 ¢ UFLA-01-510 nio variaram no solo n3o contaminado com
metais (Figura 2). Estes resultados diferem dos obﬁd§s por Reddy, Cheng e
Dunn (1983), segundo o qual a populagio de Bradyrhizobium japonicum
USDAI110 correspondeu a menos de 1% do inoculo inicial (7,5 x 107 cel mL™)
apés 42 dias de incubagdo em solo com concentra¢do ndo toxica de metal. Ja
Tramnin (1999) ¢ Chaudri, McGrath e Giller (1992a), trabalhando com
estirpesfisolados de Bradyrhizobium e Azorhizobium, ¢ isolados de Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii, respectivamente, nfo observaram varia¢gio no
nimero de UFC na auséncia de metais, porém o substrato utilizado foi agua
deionizada estéril a pH 6,8. Crist et al. (1984), a0 trabalhar com estirpes de
Bradyrhizobium japonicum na auséncia de fonte de carbono, verificaram que
durante os primeiros dias apds a inoculagiio em agua destilada e incubagdo a
24°C, hoqve um aumento no mimero de células viévei§, ¢ apos dezesseis meses, |

o nimero de células permaneceu estavel.

67



89

TABELA 2. Nitmero médio de Unidades Formadoras de Colénia (UFC, log

de periodos de incubagfio (dias) crescentes, em cada mistura d

mL") de isolados de Azorhizobium (UFLA-01-
486 e UFLA-01-510) ¢ estirpe/isolado de Bradyrhizobium (BR-4406 ¢ UFLA-01-457), ¢ regressdes em fungdio

o solos contendo diferentes proporges de solo

contaminado.
Estirpe/ Periodos de incubagio, dias
Isolado 0 7 14 21 28 Equaciio R
0% (solo niio contaminado) UFC, logmL”
UFLA-01-457 9,11a 9,04 a 9,13a 9,10a 9,06 a 8.8, _
BR-4406 9,08a 9,03 a 9,08a 9,03 a 9,06 a s.a. _
UFLA-01-510 8,000 7.94b 793b 8,010 795¢ s.a, _
UFLA-01-486 7,95b 792b 7.89b 8,19b 8,17b Y =7,8793 +0,0103 x 0,605+
15% de solo contaminado  UFC, log mL"
UFLA-01-457 9,08a 897a 897a 8,96 a 898a s.a, _
BR-4406 9,06 a 892a 8,95a 894a 9,00 a Y =9,0448 - 0,0162 x +0,0005 x* 0,791
UFLA-01-510 793b 691b 6,44 b 6430 6,30b Y =7,5487 - 0,0534 x 0,774+
UFLA-01-486  7,98b 6,83b 6,37b 6,33b 6,19b Y =7,5580-0,0583 x 0,77 1%
45% de solo contaminadoe  UFC, log mL*
UFLA-01-457 9,10a 892a 894a 8,74a 842a Y =9,1280-0,0218 x 0,878+
BR-4406 9,084 88la 8,53a 863a 8,39a Y =9,0673 - 0,0224 x 0,915+
UFLA-01-510 795b 0,00b 0,00b 0,00'b 0,00b Y =4,7700 - 0,2271 x 0,500+
UFLA-01-486 7,93b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b Y =4,7580 - 0,2266 x 0,500+*

Médias de UFC seguidas por letras iguais na vertical nfio diferem entre

*,%*: Significativos (P<0,05 e P<0,01, respectivamente); s.a.: sem ajuste,

si, dentro de cada porcentagem de solo contaminado (Tuckey 1%),
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FIGURA 2. Numero médio de UFC (log mL™) de Bradyrhizobium e Azorhizobium em
funcdo de periodo crescente de incubagiio (dlas), em cada mistura de solos
contendo diferentes proporces de solo conlannnado (0%; 15% e 45%). As
equacdes de regressio e coeficientes de determma@o encontram-s¢ na

" Tabela 2. Obs: As linhas que simbolizam o oomporlamento dos isolados
UFLA-01-486 ¢ UFLA-01-510 se sobrepuseramma PSC=45%.
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Com os quatro microrganismos estudados recebendo as mesmas
condigies de cultivo, a contagem do mimero de células vidveis nos solos
mostrou que os representantes de Azorhizobium (UFLA-01-486 e UFLA-01-
510) apresentaram menor mimero de UFC nas 3 PSC, e foi ainda mais afetada
na presenca de maior concentragio de solo com excesso de metais pesados

iTabela 2).

O teste de médias para o mimero de UFC da estirpe BR-4406 e isolado
UFLA-01-457, expostos a periodos de incubacgdio crescentes em misturas de
solos com diferentes PSC, mostrou que estes dois representantes de
Bradyrhizobium néo diferiram (Tabela 2), resultado que também foi encontrado
em meio de cultura. Entre os representantes de Azorhizobium, o isolado UFLA-
01-486 superou UFLA-01-510 no solo nio contaminado somente apds 28 dias
de incubacio, embora niio tenham apresentado diferencas em YMA. Nos outros
periodos de incubagfio e PSC, os niimeros de UFC destes dois isolados foram
semelbantes. .

Para os trés isolados, os modelos polinomiais que se ajustaram ao
nimero de UFC em fungfio do periodo de incubagfio crescente nas misturas de
solos foram lineares (Tabela 2). Porém, no solo nfio contaminado (UFLA-01-457
e UFLA-01-510) e na PSC 15% (UFLA-01-457), nfio foram encontrados ajustes,
fato este ocorrido devido 4 baixa variagio no niimero de UFC destes isolados,

.em funcdo dos periodos de incubagio, na mesma PSC (Figura 2). Com relagiio &

estirpe BR-4406, foram encontrados dois tipos de respostas para o nimero de
UFC, em fungdo do periodo de incubagio crescente, com ajustes linear e
quadratico. Foi encontrada resposta quadritica na PSC 15%, e linear na PSC
45%, mostrando que nesta iltima concentragio a estirpe respondeu linearmente
com proporcionalidade entre os aumentos dos periodos de incubagio e a
correspondente reducio no nimero de UFC (Tabela 2); ji no solo niio
oontarm:nado, esta estirpe apresenton baixa variagio no mimero de células
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viaveis quando expostas aos diferentes periodos de incubacéio, comportamento
que niio permitiu que fosse ajustada uma equagdo de regrq:sﬁo (Figura 2).

As PSC testadas nfio causaram auséncia de células vidveis da estirpe e
isolado de Bradyrhizobium apés 28 dias de incubaq.éof ‘(Figura 2). Houve um
declinio significativo no mimero de UFC no nivel mais alto de solo
contaminado, ji que apenas 20,4% (10°*° UFC) e 21,9% (10*? UFC) das células
da estirpe BR-4406 ¢ isolado UFLA-01-457 do inéculo inicial, respectivamente,
sobreviveram ao final de 28 dias (Tabela 3). Reddy, Cﬁeng ¢ Dunn (1983), ao
estudarem a sobrevivéncia de Bradyrhizobium japonicum USDA110 em solo
contendo lodo, cujas concentragdes de metais (em pg g”: Fe: 8250, Mn: 323,
Zn: 1020, Cu: 496, Ni: 200, Pb: 210 ¢ Cd: 14) eram bem menores que as do solo
do presente estudo, também observaram redugdo significativa, porém maior, na
populagdo do rizébio, correspondendo a menos de 1% do inéculo inicial (7,5 x

107 cel mi™") depois de 42 dias incubados. Ja Tumer, Glller e McGrath (1995), ao
avaliarem a sobrevivéncia de Rhizobium Iegummosarum bv. trifolii RCR221 em
diferentes misturas de lodo/solo (100% solo com lodo, 5/6, 4/6, 3/6/ 2/6, 1/6 ¢ |
controle), cujas concentragdes (pg g") de Zn, Cu, Ni e Cd no solo com 100% de
lodo eram 1535, 648, 98 ¢ 8,0, respectivamente, veriﬁl'qaram que somente apos
156 dias houve redugio significativa no mimero de ri7:.6bio, com o aumento do
teor total de metal no solo. No entanto, um aur'nento da populagio de
Bradyrhizobium japonicum foi observado durante o i‘periodo de dez anos de |
aplicagdo de lodo de esgoto com altos niveis de contaminagio com metais,
sugerindo, segundo seus autores, que os metais pesadfps e outros componentes
toxicos do lodo, mesmo em altas concentragdes no scf:io, ndo foram suficientes -
para afetar a sobrevivéncia deste microrganismo ja quea populagéio nativa havia
se adaptado 4 condigfio de estresse (Kinkle, Angle e Kevser 1987; Heckman,
Anglee Chancy, 1987 a b).
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TABELA 3. Porcentagem de células de Bradyrhizobium (BR-4406 e UFLA-0]-
457) e Azorhizobium (UFLA-01-486 o UFLA-01-510) que
sobreviveram ao final de 28 dias de incubacdo, nas misturas de
solos contendo diferentes proporgSes de solo contaminado (0%,

15% e 45%).
Isolado/Estirpe Proporgdes de solo contaminado
- 0% 15% 45 %
UFLA-01-457 95,8 % 79,6 % 219%
BR-4406 95,8 % 833% 204 %
UFLA-01-486 164.4 % L,7% 0%
UFLA-01-510 99 % 22% 0%

A estipe BR-4406 e isolado UFLA-01-457, selecionados como
tolerantes em meio YMA modificado, mostraram uma certa tolerdncia na PSC
15%, em que a sobrevivéncia das células foi de 83,3% (10° UFC)e 79,6% (10%%
UFC), respectivamente (Tabela 3). Para Chaudri, McGrath e Giller (1992b), a
tolerdncia a metais por isolados de solos contaminados sugere que a bactéria,
sobrevivendo em solo contaminado, desenvolve mecanismos nio especificos de
adaptacdo, em adicio ao aumento da produgiio e excre¢do de polissacarideos
extracelulares em quantidades suficientes para que o metal fique aderido e nio
seja absorvido pela célula. A tolerdncia a metais da estirpe BR-4406 em meio
YMA modificado e em solo também foi verificado por Trannin (1999), que
atribuiu a uma caracteristica genética, especialmente porque nfio existem
registros sobre sua origem em sitio comtaminado com metais pesados. No
entanto, durante o processo de selecdio de estirpes de Bradyrhizobium para a
espécic Enterolobium contortisiliquum, a estirpe BR-4406 foi uma das mais
eficientes e competitivas em relagfio 4 populagio nativa de um latossolo écido,
caracteristica da maioria dos solos brasileiros, segundo Ribeiro Jr., Franco e
Lopes (1986). Estes autores atribuiram a maior competitividade e eficiéncia
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desta estirpe, em relagdio as demais, 4 sua capacidade e da planta de aumentarem
o pH na rizosfera, tornando-a mais tolerante  acidez. A produgio ¢ excre¢do de
compostos organicos pelos microrganismos, em geral, tiue podem imobilizar os
metais por formacdo de complexos organo-metalicos (Gércia Jr., 1997), tém sido
sugeridas como possiveis mecanismos pelos quais células bacterianas toleram
metais pesados (Zagic, 1969, citado por Chaudri, McGrath ¢ Giller, 1992a).
Costerton, Irwin ¢ Cheng (1981) relataram que a p‘,roduqio e excrecio de
polissacarideos extracelulares modificam o ambienté ao redor da célula,
ocasionando, com isso, uma grande probabilidade da sobrevivéncia de células
bacterianas em ambientes contaminados. A produgfio de quantidades elevadas de
polissacarideos extracelulares por bactérias em sedimentos contaminados foi
responsavel por complexar Cr, tornando-o no toxico (Aislabie ¢ Loutit, 1986).
Rudd, Sterritt ¢ Lester (1984) verificaram a complexagio de Cu, Cd, Co e Ni por
componentes proteicos e polissacarideos extracelulares de célula de Klebsiella
aerogenes. Por outro lado, sua capacidade de wmplexér ¢ menor para Ni que
para Cu, Cd ¢ Co, indicando a presen¢a de mais sitios de ligagiio em seus
componentes para estes trés metais, o que explica a maior toxidez de Ni para
esse microrganismo. No entanto, em solo contaminado p } r aplicacdo de solugdes
de sais de sulfato de Zn, Cd, Cu e Ni, este iltimo metal)ndo teve efeito sobre a
populagio nativa de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, mesmo quando
o_oncentragﬁw elevadas foram adicionadas ao solo (Chapdri, McGrath e Giller,
1992b). Segundo Nutman (1975), o rizébio é capaz de viver saprofiticamente no
solo, em auséncia de planta hospedeira, mesmo em condi§6es adversas.

Para Giller et al. (1993), a sobrevivéncia de rizébio em solos
contaminados pode ser devida a localizago das células pa matéria orgdnica ou
particulas de argila, nas quais sio protegidas da ﬁtotmci(l:idade dos metais. Este
resultado- foi encontrado por Tusner, Giller e McGrath (1995) para Rhizobium
Iegumin;)sarum bv. trifolii. Estes autores utilizaram dois tipos de solos (arenoso
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e argiloso), cujas concentragdes (ug g') de Zn, Cu, Ni e Cd eram 1535, 648, 98
e 8,0, respectivamente, para o solo argiloso, e 306, 92, 30¢ 9,8, respectivamente,
para o solo arenoso, e verificaram que redugSes no mimero da bactéria
comecaram a surgir muito mais cedo no solo arenoso, mesmo apresentando
menores concentragdes de metais. Reddy, Cheng ¢ Dunn (1983), no entanto, ao
évaliarem a sobrevivéncia de Bradyrhizobium Japonicum USDA110 em solo
arenoso ¢ argiloso contendo lodo de esgoto contaminado com metais, cujas
concentragSes (ug g") eram Fe: 8250, Mn: 323, Zn: 1020, Cu: 496, Ni: 200, Pb:
210 e Cd: 14, nfio observaram diferengas na populagéio do rizébio depois de 42
dias.

Para Diaz-Raving e Baath (1996), 0 metal pesado no solo ocasiona dois
efeitos no crescimento bacteriano: um efeito inibitério inicial, provavelmente
causado por morte das bactérias sensiveis & toxicidade do metal, ¢ um efeito
estimulatério sobre a taxa de crescimento das bactérias mais tolerantes
sobreviventes, devido a0 aumento da disponibilidade de substratos derivados de
células mortas, que pode variar durante o periodo e incubagdo. Esses efeitos
podem explicar a reducfio e subsequente recuperagdo no mimero de UFC pela
estirpe BR-4406 na PSC 15% (Tabela 2).

Os isolados UFLA-01-486 ¢ UFLA-01-510, mais sensiveis a metais em
YMA modificado no experimento anterior, mostraram também ser bastante
seasiveis a metais pesados no solo, mesmo com a inoculaciio de um mimero
relativamente alto de Azorhizobium (10° cel g solo). Giller, McGrath e Hirsch
(1989), ao aplicarem taxas extremamente altas de Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii. (10" cel g solo) em solo contaminado com metais, verificaram que o
Rhizobium sobreviveu apés os 2 meses de incubagdo, e formou nédulos efetivos
em trevo branco. Na PSC 15%, apenas 1,7% (10%'° UFC) e 2,2% (1053 UFC)das
células dos isolados UFLA-01-486 e UFLA-01-510 do inéculo inicial,
respecti\.ramente, sobreviveram apés 28 dias de incubagio (Tabela 3). J4 na
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PSC 45%, o nimero de células vidveis destes dois isolados apos 7 dias de
incubacio foi mulo. No solo ndo contaminado com petds, a quantidade de
células do isolado UFLA-01-510 depois de 28 dias permaneceu praticamente
inalterada, enquanto para UFLA-01-486, verificou-se um acréscimo de 64,4%
(10> UFC).
; A presenca de varios metais em excesso nas migtm‘as de solos com 15%
¢ 45% PSC impossibilitou a determinagéio de qual metal ou interagio de metais
apresentou maior toxicidade ao rizébio. Contudo, é de nosso conhecimento que
Zn, Cd e Cu sdo os metais em concentra¢des mais elevadas no solo contaminado
por rejeitos da industrializagio de zinco utilizado neste estudo e, de acordo com
Giller, McGrath e Hirsch (1989), sdo os mais toxicos para o rizobio. Chaudri,
McGrath e Giller (1992b) mostraram que a ordem de toxicidade de metais ao
rizébio foi Cd>Zn>Cu, quando adicionados ao solo em solugdes de sulfato.
Chumbo é muito insohivel no solo e, portanto, ménos toxico ao rizobio
(McGrath, 1987). | |

Pelos resultados obtidos podemos verificar que houve relagio entre
tolerdncia em meio YMA modificado e sobrevivéncia em solo contaminado com
metais pesados, j& que tanto no meio de cultura como no solo Azorhizobium
mostrou-se mais sensivel que Bradyrhizobium. Apesar da baixa sobrevivéncia da
estipe  BR-4406 (204% <10 UFC) e do isolado UFLA-01-457
.(21,9"/4:41»10""‘2 UFC) ap6s 28 dias de incubagio na PSC 45%, podemos
considerar que houve uma certa tolerancia se observambs as concentragdes de
metais existentes nesta PSC (em mg dm?>: Cd=64; Cu=197,2; Fe=1,4; Mn=18;
Pb=187 ¢ Zn=1235), que sdo bastante elevadas, e muito acima das utilizadas nos
trabathos revisados. ‘



4 CONCLUSOES
* A sobrevivéncia de Azorhizobium foi mais afetada por metais pesados no solo
do que a de Bradyrhizobium.

» Houve relagdo entre tolerdncia “in situ™ e tolerancia “in vitro™.
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CONCLUSQES GERAIS

e A ordem de toxicidade dos metais, em meio de cultura, a todas as estirpes e
isolados de rizébio estudados foi: Cu>Cd>Zn. i

¢ A ordem do grau de sensibilidade a metais no meio de cultura, considerando-
se as concentra¢des maximas toleradas, foi Azorhiquium > Rhizobium /

Mesorhizobium / Sinorhizobium > Bradyrhizobium.

« Nio houve influéncia das subfamilias e locais na concentragio méxima
tolerada a metais. ‘

|
e A DT e DTs, foram witeis para diferenciarem algumas feetirpwlisolados de um
mesmo género, que atingiram a mesma concentra¢io maxima tolerada a Zn, Cu
e Cd. g

|
e A sobrevivéncia de Azorhizobium foi mais afetada por ﬁlems pesados no solo
do que a de Bradyrhizobium.

« Houve relagio entre tolerdncia “in situ” e tolerdncia “in vitro™.

I
|
i

1
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TABELA 1A. Equagdes de regrc'ésﬂo para determinagfio dos niveis criticos de toxidez de Zn, Cu ¢ Cd em isolados de Azorhizobium.

. Isolado - & Cu Cd
. Equagiio R* Equaglio R* Equagio R?
UFLA-01-486 InY=4,60-0,00014x™ 093  Y'=0,010+0,0021x™" 0,92  Y'=0,0096+1,12e-06x° 0,94
UFLA-01-510 InY=4,58-0,0032x 088  Y'=0,010+0,0021x"* 0,92  InY=457-00011x* 0,84

TABELA 2A. Equagdes de regresstio para determinagio dos nfveis criticos de toxidez de Zn, Cu ¢ Cd em estirpes/isolados de
Rhizobium (R), Sinorhizobium (S) e Mesorhizobium o).

Estirpe/Isolado Zn ' Cu Cd
Equacfio R* Equactio R? Equacfio R?

Cesalpinoideae

UFLA-01-10(R)  Y**=9,76.0,00028x" 087  Y'=0,0099+2,27¢-07¢ 0,99  InY=4,60-0,0017x 0,98

INPA353B(R)  Y=100,lexp(-x/377,8) 0,83  Y'=0,010+5,16e-06x° 0,92  Y'=0,0099+9,36e-16¢* 0,99

BR3804(M)  Y~261,89+362,54exp(-x/2775,87) 0,80  Y=102,28exp(-x/10,94) 095  Y™'=980.0,15x 0,96

BR 5001 (S) InY=4,60-3,83¢-09x° 0,82  Y'=0,0099+2,27e-07¢" 099  Y%=9.89.0 15x 0,96
Papllionoideae

UFLA-04-708 (R) InY=4,64-7,93¢-09x> 097  ¥=5,19+106,86exp(-a/12,09) 0,96  Y=-60,33+156,87exp(-x/58,09) 0,91

UFLA-04-709 (R) InY=4,64-7,93e-00x° 0,97 =-5,19+106,86exp(-x/12,09) 0,96 Y=-60,33+156,87e:§1(-x/58,09) 0,91

INPA523B(R)  InY=4,64-7,932-09%> 0,97  InY=4,60-0014x’ 091  Y=101,55-13,11x° 0,88

BR 322 (R) InY=4,64-7,93¢-09%° 0,97  InY=4,60-0,0074x* 0,99  Y=101,55-13,11x* 0,88

BR 6401 (R) InY=4,64-7,93¢-09x* 0,97  InY=4,60-0,014x" 091  Y'=0,010+4,39¢-16¢* 0,92
Mimosoldeae

BR 3452 (R) Y*=9,76-0,00029x"* 086  Y'=0,0099+2,36e-05x° 0,99  Y'=0,0099+9,36¢-16¢* 0,99

BR 3460 (R) InY=4,66-3,37-09x° 076  Y'=0,0099+2,36e-05x> 0,99  Y'=0,0009+9 36e-16¢* 0,99

BR 3614 (R) Y*%=9,76-0,00029x"> 0,86  Y'=0,0099+2,36e-05x° 099  Y“=10,33.0,17x 0,95

BR 4301 (R) Y*=9,76-0,00029x"* 0,86  Y'=0,0099+2,36e-05x 0,99  Y%=9,92.0,024x" 0,94

BR4302(R)  Y=-20,09+118,76exp(-x/487,99) 0,92  Y'=0,0099+2,36e-05x* 099  Y%=10,17-0,17x 0,92

BR 817(S) Y®*=9,76-0,00029x"* 0,86  Y'=0,0099+2,36e-05x* 0,99  InY=4,61-4,35¢-05x 0,99

BR 6806 (S) InY=4,66-3,37e-09x" 0,76 Y'=0,0099+2,360-05x> o,'99 InY=4,61-4,35¢-05x° 0199




€8

TABELA 3A. Equagdes de reg'réssﬂo para determinagfio dos niveis criticos de toxidez de Zn, Cu ¢ Cd em estirpesfisolados de

Bradyrhizobium.
. Zn Cu Cd
Isolado Equagfio R’ Equaclio R’ Equaciio R*
Cesalplnoideae
UFLA-01-11  Y=-5,37+103 623xp( -x/364,58) 0,97  Y*=9,71-1,05x 0,94  Y=8,53+91,15exp(- x/14,19) 0,96
FL27 Y%$=9.73-0,00028x 0,93 Y°~’~9 95-0, 023x 094 Y* 529 60.0,0022% 0,90
INPAGBA  Y=101,04-3,24x%° 095 InY=443-1 87e-05x 093  Y=-78,82+180 65ex§(-xn4 16) 0,95
INPA 101A  InY=4,62-8, 27e-09% 0,97  InY=443-1, 87e-05x 093  InY=4,64-1,61e-05x 0,99
INPA 145A Y°"—9 88-0, 00037 098  InY=4,43-1,87e-05x 093  Y=99,40-12,  60x% 0,97
INPA 147A  Y=-32,90+132,47exp(-x/686,73) 0,96  Y'=0,0099+4, lZe—lle" 099  Y=3,410+06-3,41e+06exp(x/2,16¢+06) 0,95
INPA 155A  Y=-32,90+132 47exp(-x/686 73) 09  InY=4,59-0 oozox 0,91 Y=98,26-12,05x°" 0,95
INPA 170B  Y=102,92-3,16x" 0,90 v°~’-m 05-1,07x% 0,97  Y=-30,96+129,92exp(-x/42,70) 0,97
INPA 173A  Y=101 04-3,24x°-’ 0,95 Y=98,61-12, 15% 094 Y=4 77+lO4,22ex?(-x122 99) 0,99
INPA 179A  InY=4,63-1,53¢-07x>° 0,97  Y=1,38+101 04cxp(-xl8 23) 097  Y=103,01-12,95x* 0,98
INPA 191A  Y**=9,88.-0, 00037x1 0,98  Y=99,52-3, 05x°' Inx 0,94 Y°""10 02-0,15x 0,90
INPA 547B ‘{—-32 90+132 47exP(-x/686 73) 096  Y=99,41-12,90x" 0,86 =.25,124122,27¢ -x139,28) 0,97
INPA 553A =9 88-0,00037x" 098  InY=4,61-0,0019x 0,99  InY=4,61-0,00014x> 0,99
BR 3901 Y°-’=9 $8-0,00037x"* 098  Y*=10,02-0,15x 096  Y=3,41c+06-3 4ne+osexp(x/2.16e+os) 0,95
BR 5004 ¥%4=9,73.0,00028x* 093  Y=-1,26+9570exp(-x/15,09) 0,95  ¥*’=9,96.0,018x" 0,97
BR 5005 Y°""9 73-0, 100028% 0,93  Y=-42,88+141,19exp(-x/45,05) 0,90  Y=95,97-3 03x%1nx 0,88
o L . Papilionoideae :
INPA 33A Y°"=9 88-0, 00037x' s 0,98  Y*=10,02-0,15x 0,96 W—9 96-0,01 8x"’ 0,97
INPASOA  Y*'=077-1,0097-05x’ 092  Y*=9,99.0, 019x'-’ 097  InY=4,61-0; 000142 0,99
INPA237B  Y=-5,37+103 62exps-x/364 58) 0,97  InY=4,59-0,0019x 0,91 W—9 96-0, 018x" 0,97
INPA 514A  InY=4 59-5,29e-06x 0,99 Y =92,36-1 1,23x°-’ 0,89  InY=4,59-0, 000145 0,95
BR 29 Y=101,04-3,24x%° 0,95 Y°—‘=9 93.0,17x 094  Y=4,85+%4 04exp(-xll6.|8) 0,94
BR 9% Y®3=9,83-2,44¢-07x" 088 InY=4,470 0014x 095  Y=8,53+91,15exp(-x/14,19) 0,96
BR 2001 Y°"-10,29-3 73e-07x 093  Y=9795-0,032x" 081  InY=4,64-1 61e-05x3 0,99
BR 2613 Y**=10,29-3 73e-07% 093  InY=4,47-00014x* 0,95 Y%3=10,08-0,00034x>° 0,94

“continua”...



TABELA 3A - continuagfio

Isolado Zn Cu Cd

. Equaciio R* Equaciio R’ Equacflo R*
BR 2801 3=0,73-0,00028x™ 093  Y*=9,930,17x 0,94  Y"=10,08-0,00034x> 0,94
BR 2405 Y=98,62-0,43x*Inx 085  Y=-1,26+9570exp(-x/1509) 095  InY=4,59-0,00014x> 0,95
BR 6009 InY=4,62-6,14e-09x* 0,97  Y*=9,95.0,023x" 0,94  Y=99,40.12,60x* 0,97
BR 8402 Y%%=9,77.0,00029x!* 0,94 Y =99,88-13,68x%° 0,95  Y=99,40-12,60x* 0,97
BR 8404 InY=4,59-5,62e-06x* 0,95  InY=4,61-0,0019x 0,99  Y=90,83-1141x% 0,91

Mimosoldeae

UFLA-01457 Y=-38,36+141,23exp(-x/791,07) 0,97 Y =96,61-6,91x% 0,93  Y=9896-723x* 0,95
UFLA-01473  Y=-95,91+191,63exp(-x/1465,27) 0,97  InY=4,56-0,084x% 086 Y =9896-723x% 0,95
INPA 10A  Y=102,61-0,72x/Inx 0,93  Y%=9,95.0,023x"° 0,94  InY=4,61-0,00014x>* 0,99
INPAS4B  Y=104,10-3,18x% 0,93  InY=4,62-0,0030x* 0,99  Y%=10,02-0,93x>° 0,86
INPAT2A  Y*=9,77-0,00020x"* 094  Y“=9,05.0,023x"* 0,94  Y=225,12+122,27exp(-x/39,28) 0,97
INPA75B  Y=102,61-0,72x/Inx 0,93  Y'=0,0099+1,03¢-11e* 0,99  InY=4,64-161e-05 0,99
INPA 104A  Y**=9,88-0,00037x"* 0,98  Y=99,52-3,05xInx 0,94  InY=4,64-161e-05x° 0,99
INPA 183B  Y=102,61-0,72x/Inx 0,93  Y'=0,0099+1,03e-11e* 0,99  Y=-25,12+122,27exp(-x/39,28) 0,97
INPA 223A  InY=4,59-5,29¢-06x2 0,99 Y =97,95.0,032x 0,81  Y=89,35.936x% 0,72
BR 3617 Y=103,89-3,31x%° 097  Y=-7,40+108,19%xp(-x/17,31) 0,98 Y™ =9,65-1,0023x% 0,93
BR 4406 Y=-7,20+111,96exp(-x/415,58) 091 Y =9837-9,74x> 097  Y=9896-723x* 0,95
BR 5610 Y=101,04-3,24x%° 0,95  Y=4,93+102,73exp(-x/17,62) 0,95 Y =10,02-0,93x% 0,86
BR 5611 0,97 Y=1,26+95,70exp(-x/15,09) 0,95 =90,83-11,41x%° 0,91

Y=-5,37+103,62exp(-x/364,58)



TABELA 4A. Resumo da ANAVA para nimero de Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC) de isolados de Azorhizobium e estirpefisolado de
Bradyrhizobium, expostos a misturas de solos contendo diferentes
proporgdes de solo contaminado (0%, 15% € 45%), no periodo de 28
dias de incubagdo.

Fontes de Variagao GL Valor F PROB>SF
Estirpe/isolado (E) 3 331321002 0,00001
Periodo incubagdo (P) 4 3567,7005  0,00001
Proporgdo Solo Contaminado (PSC) 2 34070,0815  0,00001
El x PI 12 953,5589  0,00001
EIx PSC 6 9586,1111  0,00001
PI x PSC 8 21276454  0,00001
EI x PIx PSC 24 601,6988  0,00001
Coehiciente Variagao (%) ~ 1,033






