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NOTA

RIZOBACTERIAS FORMADORAS DE ENDOSPOROS
ASSOCIADAS A Tibouchina urvilleana DE AREAS
IMPACTADAS POR REJEITOS DA
MINERACAO DO CARVAOW

Bianca de Aguiar Pereira® & Marcus Adonai Castro-Silva®

RESUMO

Os rejeitos da minerac¢ao do carvao podem elevar a concentraciao de metais
pesados e dificultar o crescimento de plantas nessas areas. Uma estratégia para
recuperacio desses ambientes é por meio da associacido de microrganismos a
rizosfera que podem auxiliar na promocao de crescimento de plantas, bem como
na diminuiciao da toxicidade por metais pesados. O presente trabalho teve como
objetivos o isolamento e a identificacao de rizobactérias formadoras de endésporos
(RFE) de areas impactadas por rejeitos da mineracao de carvao, num depdsito no
municipio de Capivari de Baixo, Santa Catarina (Brasil), bem como a avaliacao de
seus potenciais para auxiliar plantas na revegetacao de ecossistemas degradados
por essa atividade, por meio de testes de resisténcia a elementos metalicos e
producao de sideroforos. Das RFE identificadas, as do género Bacillus foram mais
frequentes, e entre as duas areas de estudo observaram-se grupos bacterianos
distintos. As linhagens provenientes da area dos rejeitos piritosos foram mais
resistentes a Ni e Cu. Dez linhagens pertencentes aos géneros Bacillus,
Paenibacillus e Aneurinibacillus, além de resistirem a um maior namero dos
metais pesados testados, produziram sideréforos e, portanto, foram consideradas
com maior potencial para auxiliar o crescimento de plantas em areas contaminadas
com metais pesados.

Termos de indexacao: Bacillus, metais pesados, sideréforo.
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SUMMARY: ENDOSPORE-FORMING RHIZOBACTERIA ASSOCIATED WITH
TIBOUCHINA URVILLEANA IN AREAS AFFECTED BY COAL-
MINING WASTE

Coal mining rejects can raise the concentration of heavy metals and impede the growth of
plants in these areas. One strategy for restoring these environments is the association of
microorganisms with the rhizosphere, which can help promote plant growth, as well as
decreasing the toxicity of heavy metals. The objective of this study was to isolate and identify
endospore-forming rhizobacteria (EFR) in areas affected by coal-mining waste, in a deposit in
the municipal district of Capivari de Baixo, Santa Catarina (Brazil) and to evaluate the plant
growth-promoting potential of bacteria in the revegetation of ecosystems destroyed by mining,
based on tests for resistance to metallic elements and siderophore production. Of the EFR
identified, those of the genus Bacillus were most frequent, and distinct bacterial groups were
observed in the two study areas. The strains from the area of pyrite rejects were most resistant
to the metals Ni and Cu. Ten strains of the genus Bacillus, Paenibacillus and Aneurinibacillus,
besides resisting a higher number of the heavy metals tested, also produced siderophores and
their plant growth-promoting potential in areas contaminated with heavy metals was therefore

considered most promising.

Index terms: Bacillus, heavy metals, siderophores.

INTRODUCAO

A utilizacdo do carvao como recurso energético gera
quantidades significativas de residuos, cinzas e
rejeitos, os quais constituem grande problema
ambiental, causando acidificacado dos cursos d’agua
superficiais e de dguas subterraneas, associados a
alteragdo da geomorfologia local. Os niveis de
acidificagdo podem elevar a concentragdo de metais a
niveis téxicos, prejudicando o crescimento e
desenvolvimento da vegetacdo nessas areas (Campos
et al., 2003). Técnicas como a fitorremediacio e a
biorremediagdo sdo utilizadas com sucesso na
descontaminacao de metais pesados (Pires et al., 2003).

Das varias relagoes entre bactérias e plantas, uma
das principais contribuintes na absor¢ao e acumulagio
de metais sdo as rizobactérias, assim denominadas
por colonizarem a rizosfera, camada de solo préxima
ao sistema radicular que esta diretamente
influenciada pela atividade das raizes (Roitman et al.,
1987; Melo & Azevedo, 1998). A espécie Tibouchina
urvilleana é pioneira, nativa do Brasil e geralmente
encontrada em areas abertas (Wurdack, 1962);
contudo, ndo ha estudos que comprovem o seu potencial
como acumuladora de metais pesados, bem como sua
aplicacdo em técnicas de fitorremediacgio.

Nesse contexto, este trabalho objetivou o isolamento
e a identificacdo de rizobactérias formadoras de
endoésporos (RFE) associadas a espécimes de
Tibouchina urvilleana de areas impactadas por rejeitos
da mineracao de carvao, assim como a avaliacao de
seus potenciais para auxiliar plantas na revegetacao
de ecossistemas degradados por esta atividade, por
meio de testes de resisténcia a elementos metalicos e
nrodiican de nrotelinac aiielantece de Fe oc ciderdforos

MATERIAL E METODOS

Coleta e tratamento das amostras

A area de amostragem compreende duas por¢oes
de um depésito de residuos ricos em pirita no
municipio de Capivari de Baixo, em Santa Catarina:
uma submetida a um esfor¢o de recuperacéo, por meio
da cobertura e reflorestamento dos residuos de cinzas;
e outra constituida de uma porcao dessa area ainda
nio recuperada. Dois pontos amostrais foram
escolhidos, em cada uma das areas de amostragem,
sendo os pontos da area dos rejeitos piritosos situados
a 28°25735” de latitude S e a 48°56°23,8” de
longitude W, e os pontos da 4rea recuperada, a
28°25729,6” de latitude S e a 48°56°0,71” de
longitude W. Foram utilizadas amostras do solo
rizosférico de Tibouchina urvilleana, presentes nas
areas de amostragem, coletadas nos dias 1/10/2004 e
28/02/2005. As amostras foram homogeneizadas em
solu¢do de NaCl a 0,85 %, por 30 min. A partir da
suspensio obtida, foram feitas dilui¢bes seriadas,
utilizadas nas anélises microbioldgicas (Hurst et al.,
2002).

Analise e identificacido das rizobactérias
formadoras de enddésporos

Aliquotas das dilui¢des seriadas foram inoculadas
em meio Agar Nutriente (AN) e incubadas por dois
dias a 30 °C. A densidade microbiana foi expressa em
unidades formadoras de colénias por grama de solo
(UFC g'1). Asbactérias Gram-positivas e formadoras
de enddsporos foram identificadas segundo Claus &
Berkeley (1986) e Reva et al. (2001), utilizando critérios
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sphaericus 2362, Bacillus subtilis ATCC6051, Bacillus
megaterium ATCC14581 e Bacillus thuringiensis
isolado no Laboratorio de Microbiologia Aplicada
(LAMA) foram utilizadas como referéncias dos testes
bioquimicos. A ocorréncia das espécies identificadas
nas areas amostradas foi verificada por meio de analise
de correspondéncia.

Determinac¢ao da resisténcia a elementos
metalicos e producio de sideréforos

Treze linhagens selecionadas, crescidas previamen-
te em uma cultura liquida do meio caldo nutriente,
foram inoculadas em meio AN. Em seguida, foram
colocados discos de papel-filtro, nos quais foram
pipetadas as solucdes de CdCly (1 mol L), ZnCl,
(1 mol Li'1), NiCl, (1 mol Li'1), NaySeOs (1 mol L1),
KyCry0; (50 mmol Li1), CuSO,*4H,0 (1 mol Li'1) e
PbCl, (50 mmol L 1), em triplicata. As placas foram
incubadas a 30 °C, por 24 h. Por meio das triplicatas,
foi tirada a média dos didmetros dos halos para cada
metal de cada linhagem e, posteriormente, determi-
nada uma Unica média de todas as linhagens testa-
das, para cada metal. Para analisar os resultados de
resisténcia das linhagens aos metais pesados, foi rea-
lizado o teste-T a 5 %. As mesmas linhagens foram
submetidas ao teste de produc¢io de sideréforos. Para
isso, foram inoculadas em placas contendo metade de
meio AN e a outra metade de meio Agar Cromo Azurol
S (Schwyn et al., 1987; Milagres et al., 1999). Quan-
do necessario, apds a preparacdo deste meio, adicio-
nou-se 4cido cloridrico (5 mol L'1) a fim de ajustar a
cor para azul. As placas foram incubadas a 30 °C por
duas semanas, e a alteragdo de cor do meio Agar Cro-
mo Azurol S indicou a producéo de sideréforo pela li-
nhagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Densidade microbiana e frequéncia de RFE
nas areas e datas amostradas

As propriedades fisico-quimicas para cada um dos
pontos amostrais e os valores de densidade bacteriana
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obtidos nos pontos amostrais, nas diferentes datas de
coleta, estdo representadas no quadro 1. Na primeira
coleta foram isoladas 37 bactérias, sendo 30 bactérias
Gram-positivas e formadoras de enddsporos (15
linhagens em cada area), as quais foram identificadas.
Na segunda coleta foram isoladas 29 bactérias, das
quais apenas 19 eram Gram-positivas e formadoras
de enddsporos (13 dos rejeitos piritosos e seis da area
recuperada). Das 49 RFE identificadas, o género
Bacillus foi o mais frequente em ambas as coletas,
com 27 linhagens. As espécies mais encontradas na
primeira coleta foram Bacillus cereus (trés linhagens)
e Paenibacillus thiaminolyticus (trés linhagens). Ja
na segunda coleta, as espécies mais frequentes nos
pontos amostrais foram B. cereus e B. silvestris, com
quatro linhagens de cada espécie. O género Bacillus
é um dos mais comumente citados em trabalhos sobre
rizobactérias (Freitas & Vildoso, 2004; Reva et al.,
2004; Wang & Skipper, 2004). Algumas rizobactérias
desse género também estdo incluidas entre as
promotoras de crescimento de plantas (Freitas &
Vildoso, 2004). Em areas impactadas com metais
pesados, os enddsporos permitem maior chance de
sobrevivéncia a célula bacteriana por serem resistentes
a varias condig¢oes, inclusive a compostos quimicos
téxicos (Madigan et al., 1999).

Ocorréncia das RFE nas areas de amostragem

Por meio da analise de correspondéncia (Figura 1)
foi possivel visualizar grupos de RFE distintos nas
duas areas estudadas, podendo indicar que um local
esteja sendo mais impactado com os metais pesados
do que o outro, fazendo com que algumas espécies da
populacio impactada sejam substituidas por espécies
mais resistentes aquelas condig¢des, alterando a
composi¢do microbiana (Rand & Petrocelli, 1985).
Outra hipétese para essa diferenca é a distingdo
paisagistica entre os locais; na area recuperada
aumenta a presenca de espécies vegetais e,
consequentemente, de matéria organica, aumentando
a quantidade de diferentes nichos que podem ser
ocupados pelos microrganismos do solo, alterando
assim a comunidade microbiana entre os locais (Yin
et al., 2000). No entanto, a riqueza de espécies de
RFE néo foi diferente entre as areas estudadas, o que

Quadro 1. Valores de densidade de bactérias e propriedades fisico-quimicas determinadas para os dois
locais de coleta, nas duas amostragens realizadas. A densidade de bactérias esta expressa em Unidades
Formadoras de Col6énia por grama de solo (UFC g)

1/10/2004 28/02/2005
Ponto amostral Local
UFC g pH T °C UFC g pH T °C
1 Rejeitos piritosos 3800000 4,30 31,5 41596 3,27 37
2 Rejeitos piritosos 2950000 4,67 31,5 330094 4,06 37
3 Area recuperada 6650000 5,34 26 554907 3,86 31
4 Avea recuperada 2200000 4,15 26 81958 3,61 31
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B. smithii 2,5
B. subtilis
B. sporothermodurans 9

B. thuringiensis
B. mycoides/pseudomycoides
P. curdanolyticus 1 5
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Area Recuperada

1°/10/2004
t A. migulanus Lo
» B. thexmcluaceae
5] P. apiarius g 05
P. thiamynolitycus
-1,5 -1,0 ¢ -0,5 A 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Qred  ada_ | B. cereus/sp. relacionadas
P. b li ecupera 3 .
orealis A ¥ 58025005 -0.5 Rejeitos
Bacillus sp. Piritosos
B. niacini Rejeitos -1,0 . 28/02/2004 B gipyestris
. Piritosos V. pantothenticus B. chibensis
B. pumilus P. lautus

B fastidiosus' 10/2004
Br. centrosporus
Br. choshinensis

P. polymyxa Eixo 1

Figura 1. Ocorréncia das rizobactérias formadoras
de endosporos nos locais e datas de coleta por
meio da analise de correspondéncia.

pode ter sido influenciado pela capacidade que as
bactérias possuem de crescer e reproduzir
rapidamente, regenerando a densidade populacional
original (Rand & Petrocelli, 1985).

Inibicao do crescimento microbiano por
metais pesados e producao de sideré6foros

Os resultados obtidos nos testes de resisténcia a
metais pesados demonstraram diferenca significativa

em relagdo a resisténcia das linhagens das areas
amostradas para Nie Cu, e os isolados provenientes
das amostras dos rejeitos piritosos foram mais
resistentes a esses metais. Provavelmente, existe
diferenc¢a na quantidade ou na concentragéo de Ni e
Cu nas areas e, ou, a disponibilidade desses metais
para as rizobactérias na area de rejeitos piritosos é
maior, fazendo com que estas expressem mecanismos
de resisténcia, tornando-se mais aptas a sobreviverem
em tais condicdes. Além disso, ha possibilidade de a
flora microbiana estar na forma de esporo, e ndo ativa,
por ser um local impactante.

As linhagens de RFE consideradas com maior
potencial para auxiliar as plantas no estadio de
revegetacao de dreas impactadas foram aquelas que
se mostraram resistentes ao maior nimero de
elementos metdlicos e que produziram sideréforos

(Quadro 2).

O método utilizado para testar a resisténcia a
elementos metalicos das bactérias deste trabalho
permite que isso seja feito com um niumero maior de
linhagens e diferentes concentragdes de metais. Foi
possivel observar que todas as linhagens crescidas na
presenca de Se resultaram numa coloracéo
avermelhada de suas colonias, consequéncia da
reducio do Se em sua forma elementar, um produto

Quadro 2. Linhagens de RFE mais resistentes aos metais (+), menos resistentes (-) e producao de sideré6foros.

Em negrito, linhagens mais resistentes aos metais testados e que produziram sideroforos

Espécie

Local

Resisténcia a elementos metalicos Producio de

Zn Cd Cr Cu Se Ni pp Siderdforos

Paenibacillus thiaminolyticus Area Recuperada - + + + + + + +
Virgibacillus panthothenticus Rejeitos Piritosos + - + + + + +

Brevibacillus centrosporus Rejeitos Piritosos - + + + + - +
Paenibacillus apiarius Rejeitos Piritosos + + + + + + + +
Paenibacillus thiaminolyticus Rejeitos Piritosos + + - + + + + +
Bacillus cereus Rejeitos Piritosos + + - + + + + +
Bacillus thermocloaceae Area Recuperada + - + . + . ; +
Bacillus thermocloaceae Area Recuperada + + + - + - . +
Bacillus subtilis Area Recuperada - - + - + - . +
Bacillus thuringiensis Area Recuperada + + + + - . + +
Paenibacillus apiarius Area Recuperada + + - - + + + +
Aneurinibacillus migulanus Area Recuperada - + - - - - + +
Bacillus mycoides/pseudomycoides Area Recuperada + + + + + - + +
Bacillus niacini Rejeitos Piritosos + + - + + + + +
Bacillus cereus Area Recuperada + - - - + + +
Virgibacillus pantothenticus Rejeitos Piritosos - + + + -

Bacillus thermocloaceae Rejeitos Piritosos - + + . + . ; +
Bacillus silvestris Rejeitos Piritosos - + + - + B +
Paenibacillus lautus Rejeitos Piritosos + + - + + + - +
Bacillus cereus Rejeitos Piritosos + + - + + + + +
Paenibacillus chibensis Rejeitos Piritosos + + - + + + + +
Bacillus silvestris Rejeitos Piritosos + + - + + + + +
Bacillus cereus Area Recuperada - + - + + + + +
Aneurinibacillus migulanus Area Recuperada + + - + o+ + + +
Bacillus niacini Area Recuperada + + E + + - + +
Paenibacillus borealis Area Recuperada + + - - + - + -
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insoluvel e menos téxico (Kinkle et al., 1994; Garbisu
etal., 1995). Outro mecanismo que impede a entrada
do metal na célula é a producédo de sideréforos,
proteinas extracelulares, complexantes de Fe e de
outros metais. Produzidos pela maioria das
rizobactérias neste experimento, sua fungio biolégica
é concentrar Fe em ambientes onde a concentracao é
baixa e facilitar o transporte para dentro da célula
(Maier et al., 2000; Rajkumar et al., 2005). Além
disso, podem ajudar as plantas a adquirirem
quantidade suficiente de Fe para o crescimento 6timo
(Dell’Amico et al., 2005).

CONCLUSAO

Dez linhagens de rizobactérias mostraram-se com
maior potencial para auxiliar plantas na revegetacgéao
de dreas impactadas. Contudo, outros testes de
producgéo de moléculas para melhorar o crescimento
vegetal, bem como testes no proprio local contaminado,
devem ser feitos para comprovar o potencial observado
neste experimento.
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