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SECAO IX - POLUICAO DO SOLO
E QUALIDADE AMBIENTAL

SOBREVIVENCIA DE Bradyrhizobium E Azorhizobium
EM MISTURAS DE SOLO CONTAMINADAS
COM METAIS PESADOSW)

A. MATSUDA®, F. M. S. MOREIRA® & J. 0. SIQUEIRA®)

RESUMO

Estudos foram realizados 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 de estirpe e isolados de rizébio
em solo contaminado com metais pesados e verificar a relagdo entre tolerancia
do rizébio a metais pesados em meio de cultura e sua sobrevivéncia em solo
contaminado. Foram utilizados os dois microrganismos mais tolerantes [BR-
4406 (estirpe recomendada para Enterolobium spp.) 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), todos selecionados de um grupo de
60 estirpes/isolados em estudos prévios deste laboratério, em meio de cultura
suplementado com metais pesados. Empregaram-se misturas de um Latossolo
Vermelho-Escuro (LE) que continham 0, 15 e 45% (v/v) de um Latossolo Vermelho-
Amarelo plintico contaminado com Zn, Cd, Pb e Cu. As misturas de solo
contaminado foram inoculadas com 20 mL de cultura em YM na fase log das
estirpes mencionadas, as quais foram testadas separadamente com trés
repeticdes. A avaliagdo do numero de células viaveis no solo, realizada aos 0, 7,
14, 21 e 28 dias de incubacéo, pelo método das dilui¢cdes sucessivas e inoculagéo
em placas com meio YMA, revelou comportamento diferenciado entre os
organismos estudados. O numero médio de células que sobreviveram ao final de
28 dias de incubacéo foi de (em UFC g de solo): 101036, 101029 ¢ 10970, para
Bradyrhizobium, e 10936, 10754 e 0, para Azorhizobium em misturas de 0, 15 e 45%
de solo contaminado, respectivamente. Portanto, houve maior sobrevivéncia de
Bradyrhizobium do que de Azorhizobium, indicando maior tolerancia a metais
pesados do primeiro género. Como Bradyrhizobium foi também mais tolerante
“In vitro”, os resultados indicam haver relagao entre o comportamento em solo
contaminado e em meio de cultura com metais pesados.

Termos de indexagao: rizdbio, zinco, cobre, cadmio, chumbo, tolerancia, poluicao
do solo.
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A. MATSUDA et al.

SUMMARY: SURVIVAL OF BRADYRHIZOBIUM AND AZORHIZOBIUM IN
HEAVY METAL CONTAMINATED SOIL

An experiment was carried out at the Soil Science Department of Federal University of
Lavras (MG), from November/1999 to January/2000, aiming to evaluate the survival of
strain and isolates of rhizobia, in heavy metal contaminated soil. The possible relationship
between rhizobia tolerance in culture medium and its survival in contaminated soil was
also verified. From a group of 60 strains/isolates tested at a previous study for metal
tolerance in YMA medium, two out of the most tolerant microorganisms [BR-4406 (strain
recommended as inoculant of Enterolobium spp.) 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 Latosol
(Oxisol) was mixed with a natural low fertility Latosol at different proportions: 0, 15 and
45% (v/v). The mixtures were inoculated with 20 mL of log phase culture in YM of the
above strains, tested separately with three replications. Evaluation of viable cell number at
0, 7, 14, 21, and 28 days of incubation by the method of successive dilutions inoculated in
YMA medium revealed differentiated behavior among the microorganisms. The average
cell numbers (CFU gt of soil) which survived to the end of 28 days of incubation were for
Bradyrhizobium: 101036, 1010-29 gnd 10979, and for Azorhizobium: 10936, 10754 and 0, at
mixtures with 0%, 15% and 45% of contaminated soil, respectively, indicating that
Azorhizobium survival was more affected by heavy metals than Bradyrhizobium survival. As
Bradyrhizobium was also more tolerant to heavy metals “in vitro”, results indicated that

there was a relationship of tolerance between both substrates.

Index terms: rhizobia, zinc, copper, cadmium, plumb, tolerance, soil pollution.

INTRODUCAO

A exploragdo e a industrializa¢io de minérios sdo
atividades de importancia econémica mundial; no
entanto, estas causam grande interferéncia no
ecossistema e podem promover a contaminagao do
solo por metais pesados, que, em altas concentragoes,

tornam-se toxicos as plantas e a comunidade
microbiana do solo (Doelman & Haanstra, 1984).

As leguminosas capazes de formar simbiose
eficiente com rizobio séo espécies promissoras em
programas de recuperacao de solos contaminados,
por serem geralmente de crescimento rapido,
apresentarem sistema radicular agressivo, que
auxilia na melhoria dos aspectos fisicos do solo, e
permitirem rapida formacgdo de serapilheira pela
queda de folhas, repondo a matéria orgéanica e
beneficiando, assim, o restabelecimento da biota do
solo (Franco et al., 1992). Além disso, muitas destas
realizam simbiose eficiente com rizobio, na qual a
fixacdo biolégica de nitrogénio representa
importante via de adi¢do de nitrogénio ao solo,
diminuindo a necessidade deste insumo.

Segundo Nutman (1975), o rizobio é capaz de
viver saprofiticamente no solo, em auséncia de
planta hospedeira, mesmo em condices adversas.
No entanto, a probabilidade na formagao de nédulos
efetivos e, consequientemente, a ocorréncia de fixagdo
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biolégica do nitrogénio, em solo contaminado com
metais pesados, foram maiores quando taxas de indculo
mais altas (1010 comparadas a < 107 células g1)
possibilitaram a sobrevivéncia de rizdbio efetivo apds
dois meses de incubacao (Giller et al., 1989).
Rhizobium efetivo foi encontrado, mesmo na
auséncia de planta hospedeira, em solo contaminado
por aplicacdo de lodo de esgoto com grandes
concentragdes de metais pesados; contudo, o pH do
solo estava relativamente alto (7,4 e 7,8), 0 que tende
a reduzir a disponibilidade e, consequentemente, a
toxidez dos metais ao rizobio (Smith & Giller, 1992).
Destaca-se, ainda, que a matéria organica do lodo
de esgoto também contribui para diminuir a
disponibilidade dos metais. Para os autores, a
presenca de rizébio tolerante e efetivo foi decorrente
da adaptacédo e desenvolvimento de mecanismos
especificos de tolerancia pelo Rhizobium.

Chaudri et al. (1992a) aplicaram soluces de sais
de Cd, Zn, Cu e Ni em solo ndo contaminado com
populagdo nativa de Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii e verificaram que os metais mais toxicos
foram Cd e Zn, com a popula¢&o néo sobrevivendo a
concentragdes totais > 7,1 e = 385 mg dm-3 no solo,
respectivamente. No entanto, mesmo sobrevivendo
1% do nimero de células viaveis de Rhizobium,
inoculadas em concentracdes de 225 mg dm-3 de Cu,
formaram-se nodulos efetivos em plantas de trevo.



SOBREVIVENCIA DE Bradyrhizobium E Azorhizobium EM MISTURAS DE SOLO...

Foi demonstrado, em solos de areas temperadas,
que a tolerancia do rizébio a metais varia entre
estirpes e espécies. A maioria dos trabalhos
apresenta dados sobre o género Rhizobium, sendo a
contaminacao geralmente atribuida a adi¢éo ao solo
de lodo de esgoto urbano que continha metais
pesados (Chaudri et al, 1992b; Angle et al, 1993). No
entanto, a contaminacao de solo com residuos
inorgéanicos, como rejeitos das industrias metallrgicas,
com elevadas concentracfes de metais mais
disponiveis, é ainda pouco pesquisada em relagédo a
rizébio e fixacéo biolégica de nitrogénio, especialmente
em condicdes tropicais.

Assim, torna-se necessario conhecer o comporta-
mento de rizébio em solos expostos as contaminacdes
por atividades industriais nos trdpicos, onde existe
ampla diversidade de simbioses rizébio-leguminosas
(Moreiraetal., 1992; 1993). Estudos com este enfoque
permitirdo selecionar de genétipos tolerantes ao
excesso de metais pesados no solo e, portanto,
promissores para a revegetacdo de areas contami-
nadas, facilitando a introducao de leguminosas
inoculadas com estes genotipos.

O presente estudo teve como objetivos: (a) avaliar
a sobrevivéncia de gendtipos selecionados de
Bradyrhizobium e Azorhizobium em solo contaminado
com metais pesados por fonte inorganica; (b) verificar
se a sobrevivéncia do rizébio em solo contaminado
com metais pesados relaciona-se com a tolerancia
em meio de cultura suplementado com metais
previamente avaliadas (Matsuda et al., 2002).

MATERIAL E METODOS

Para avaliar a sobrevivéncia de rizébio em solo
contaminado com metais pesados, foram utilizados
Bradyrhizobium tolerante [BR-4406 (estirpe
recomendada para inoculagao de Enterolobium spp.)
e UFLA-01-457 (isolado de solo contaminado)], e
Azorhizobium sensivel [UFLA-01-486 e UFLA-01-
510 (isolados de solo contaminado)], selecionados em
estudo prévio, em meio de cultura com metais
pesados, de um grupo de 60 estirpes/isolados
(Matsuda et al., 2002).

Amostras do solo contaminado foram coletadas
em um Latossolo Vermelho-Amarelo plintico (LVp),
localizado no patio da Companhia Mineira de Metais
— CMM, em Trés Marias (MG) com teores totais
(extraidos por agua régia) (mg dm-=) de Zn, Cd, Pbe
Cu de até 12.000;109;1.116 e 887, respectivamente,
além de outros elementos com menores teores, e
consideraveis concentracdes de metais pesados
disponiveis solGveis em agua (Dias-Jr et al., 1998).
Este solo foi misturado, em proporcdes de 0, 15 e
45% (v/v), com um Latossolo Vermelho-Escuro (LE)
néo contaminado, coletado na camada superficial
(0-20 cm), na regiao de Jaguara (MG). As proporcdes
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de solo contaminado foram determinadas com base
nos estudos de Trannin et al. (2001b) e as
caracteristicas quimicas e fisicas encontram-se no
quadro 1.

Depois de serem passados em peneira de malha
de 2,0 mm, 200 g de cada mistura dos solos com
diferentes proporc¢des de solo contaminado (PSC)
foram autoclavados individualmente em erlenmeyers
(500 mL) tampados (4 repeti¢des), durante 1 h, a
120°C. Depois, cada 200 g das diferentes PSC foram
inoculados com 20 mL de cultura em YM (Yeast
extract mannitol) (Vincent, 1970) da estirpe e dos
isolados testados separadamente.

Essas culturas foram produzidas em meio com
pH 6,8 e sob agitagdo orbital de 105 rpm, a 28°C,
durante quatro dias, para Azorhizobium, e seis dias,
para Bradyrhizobium, tempo adequado para o
alcance da fase log em cada um dos géneros; logo
em seguida, o solo foi revolvido para garantir a
distribuicdo uniforme das células de rizobio. O solo
inoculado foi mantido com teor de umidade em torno
de 70% do volume total de poros (VTP) por meio de
pesagens e aplicacao de agua destilada autoclavada.

A avaliagdo do nimero de células viaveis da
estirpe e isolado de Bradyrhizobium e dos isolados
de Azorhizobium, em cada PSC, foi feita por

Quadro 1. Caracteristicas quimicas e fisicas de
diferentes proporgdes de Latossolo Vermelho-
Amarelo plintico contaminado (PSC) em
Latossolo Vermelho-Escuro distréfico (LEd)
ndo contaminado, apdés autoclavagem a 120°C
durante uma hora

PSC (%)
Caracteristica quimica e fisica

0 15 45
pH em agua 1:2,5 6,0 6,1 6,1
P® mg dm-3 29 31 32
K mg dm-3 182 181 182
Al3* cmolc dm-3 0,0 0,0 0,0
m % 0,0 0,0 0,0
V % 56,8 63,6 66,1
H + Al cmolc. dm-3 1,9 2,1 2,3
Mn® mg dm-3 3,2 4,2 1,5
Fe@ mg dm-3 39,0 244 2,2
Zn® mg dm-3 0,4 750,0 1250,0
Cu®@ mg dm-3 1,0 111,0 206,0
Cd@ mg dm-3 0,1 22,1 67,5
Pb® mg dm-3 1,4 65,1 192,5
Ca?+ ® c¢cmolc. dm-3 2,8 2,9 3,1
Mgz2+ ® cmolc dm-3 1,3 1,6 1,9
Matéria organica dag kg 3,1 3,1 3,1
Areia % 17,0 21,0 31,0
Silte % 29,0 32,0 33,0
Argila % 54,0 47,0 36,0

Extraido por: @ Mehlich -1. @ DTPA. ® KCI 1 mol L, respecti-
vamente.
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contagem do ndimero de unidades formadoras de
colénias (UFC) aos 0; 7; 14; 21 e 28 dias em meio
YMA (Yeast extract mannitol agar) apds a inoculagao
de diluicBes sucessivas de solo em solucéo salina
(NaCl 5,5 g L1). As diluicdes em série foram
preparadas, colocando-se 5 g de amostra de solo em
erlenmeyer de 250 mL que continha 95 mL de
solucéo salina autoclavada a 120°C por 20 minutos
(12 diluicéo). Estes frascos foram agitados (200 rpm)
por 30 minutos, em agitador de movimento circular
horizontal, para dispersdo das células bacterianas.
Em seguida, efetuaram-se as diluigdes, retirando-
se, com uma pipeta estéril, 1 mL da 12 diluicao, que
foi transferida para tubos de ensaio com 9 mL de
solucéo salina estéril g, assim, sucessivamente até a
nona diluigao.

Na contagem, foram utilizadas a segunda até a
nonadiluicao, e de cada dilui¢ao foram retiradas trés
aliquotas de 20 pL inoculadas em placas com meio
YMA, divididas em seis partes, de forma que cada
placa possibilitasse a avaliacdo de duas diluigdes,
com trés repeticdes (Miles & Misra, 1938). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia, teste de
médias e regressao, utilizando o programa estatistico
SANEST (Zonta et al., 1984). Os modelos de
regressao foram selecionados com base no maior
nivel de significancia.

A. MATSUDA et al.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento de cada isolado e da estirpe,
considerando os periodos de incubacéo, foi analisado
por regressao polinominal (Quadro 2).

Verificou-se que o nimero de UFC da estirpe BR-
4406 e dos isolados de solo contaminado UFLA-01-
457 e UFLA-01-510 néo foi influenciado no solo ndo
contaminado com metais (Quadro 2). Trannin et al.
(2001a) e Chaudri et al. (1992b), trabalhando com
estirpes/isolados de Bradyrhizobium e Azorhizobium
e isolados de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii,
respectivamente, também n&o observaram variagéo
no nimero de UFC na auséncia de metais, porém o
substrato utilizado foi 4gua deionizada estéril a
pH 6,8. Crist et al. (1984), trabalhando com
Bradyrhizobium japonicum na auséncia de fonte de
carbono, verificaram que, durante os primeiros dias
apos a inoculagdo em agua destilada e incubacéo a
24°C, houve um aumento no nUmero de células
viaveis e, ap6s 16 meses, o numero de células
permaneceu estavel. Com os quatro microrganismos
estudados recebendo as mesmas condicdes de cultivo,
a contagem do namero de células viaveis nos solos
mostrou que os representantes de Azorhizobium
(UFLA-01-486 e UFLA-01-510) foram bastante
afetados na presenca de concentragdes elevadas de
metais pesados no solo (PSC 15 e 45%) (Quadro 2).

Quadro 2. Numero médio de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) de isolados de Azorhizobium (UFLA-
01-486 e UFLA-01-510) e estirpe/isolado de Bradyrhizobium (BR-4406 e UFLA-01-457), e regressoes em
funcdo de periodos de incubacgao crescentes, em cada mistura de solos com diferentes proporc¢des de

solo contaminado

Periodo de incubacéo (dia)

Estirpe/isolado
7 14 21

Regressédo R2
28

0% (solo ndo contaminado) log UFC g-!

UFLA-01-457 10,41 a 10,34 a 10,43 a 10,40 a 10,36 a sem ajuste -
BR-4406 10,38 a 10,33 a 10,38 a 10,33 a 10,36 a sem ajuste -
UFLA-01-510 9,30 b 9,24 b 9,23 b 9,31b 9,25¢ sem ajuste -
UFLA-01-486 9,25 b 9,22 b 9,19 b 9,49 b 9,47 b Y = 09,1833 + 0,0101x 0,603**
15% de solo contaminado log UFC g-!
UFLA-01-457 10,38a 10,27a 10,27a 10,26 a 10,28 a sem ajuste. -
BR-4406 10,36a 10,22a 10,25a 10,24a 10,30a Y = 10,3456 - 0,0161 x + 0,0005x2 0,805*
UFLA-01-510 9,23 b 8,21b 7,74 b 7,73 b 7,60 b Y = 8,8540 - 0,0536x 0,777**
UFLA-01-486 9,28 b 8,13 b 7,67b 7,63 b 7,49 b Y = 8,8567 - 0,0582x 0,770**
45% de solo contaminado log UFC gt
UFLA-01-457 10,40 a 10,22 a 10,24 a 10,04 a 9,72 a v = 10,4307 - 0,0219x 0,877**
BR-4406 10,38a 10,11a 10,23 a 9,93 a 9,69 a Y =10,3820 - 0,0223x 0,846**
UFLA-01-510 9,25 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b Y = 5,5520 - 0,2644x 0,500**
UFLA-01-486 9,23 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b Y = 5,5400 - 0,2638x 0,500**

Na coluna, as médias de UFC seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, dentro de cada percentagem de solo contaminado
(Tukey 1%); *; **: Significativos (P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente).
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O teste de médias para o nimero de UFC da
estirpe BR-4406 e isolado UFLA-01-457, expostos a
periodos de incubacdo crescentes em misturas de
solos com diferentes PSC, mostrou que estes dois
representantes de Bradyrhizobium néo diferiram
(Quadro 2), resultado que também foi encontrado
com relacdo a sua tolerancia em meio de cultura com
metais pesados (Matsuda et al., 2002).

Dentre os representantes de Azorhizobium, o
isolado UFLA-01-486 superou em numero de UFC o
isolado UFLA-01-510 no solo n&do contaminado
somente apos 28 dias de incubagao na PSC 0%, mas
ndo diferiu deste nas PSC 15 e 45%. Estes dois
isolados também nao apresentaram diferencas em
YMA que continha metais pesados (Matsuda et al.,
2002).

Para os trés isolados, os modelos polinomiais que
se ajustaram ao numero de UFC, conforme o periodo
de incubacéo crescente nas misturas de solos, foram
lineares (Quadro 2). Porém, no solo ndo contaminado
(UFLA-01-457 e UFLA-01-510) e na PSC 15%
(UFLA-01-457), nao foram encontrados ajustes,
gracas a baixa variagdo no numero de UFC destes
isolados, dependendo dos periodos de incubagao, na
mesma PSC.

Com relagdo a estirpe BR-4406, foram encontrados
dois tipos de respostas para o numero de UFC,
conforme o periodo de incubacé&o crescente: resposta
quadratica na PSC 15% e resposta linear na PSC
45%. Verificou-se que, nesta Ultima concentracao, a
estirpe respondeu com proporcionalidade entre os
aumentos dos periodos de incubacdo e a
correspondente redu¢do no numero de UFC
(Quadro 2). Ja no solo ndo contaminado, esta estirpe
apresentou baixa variacdo no numero de células
viaveis, quando expostas aos diferentes periodos de
incubagdo, comportamento que impossibilitou o
ajuste de um modelo de regresséo.

As PSC testadas ndo causaram auséncia de
células viaveis da estirpe e isolado de Bradyrhizobium
apoés 28 dias de incubacéo (Quadro 2). Houve um
declinio acentuado no nimero de UFC no nivel mais
alto de solo contaminado, ja que apenas 20% (109:69
UFC g1 de solo) e 21% (10%72 UFC g1 de solo) das
células da estirpe BR-4406 e isolado UFLA-01-457,
respectivamente, em relagéo aos niumeros observados
no tempo 0, sobreviveram ao final de 28 dias
(Quadro 3).

Reddy et al. (1983) estudaram a sobrevivéncia
de Bradyrhizobium japonicum USDA110 em solo
que recebeu lodo de esgoto urbano que continha as
seguintes concentracdes totais de metais (mg kg1):
Zn: 1.020, Cu: 496, Ni: 200, Pb: 210 e Cd: 14, que
eram bem menores que as encontradas nas misturas
de solo do presente estudo, ainda que determinadas
por extragao parcial dos metais empregando DPTA.
Estes autores observaram reducéo significativa,
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Quadro 3. Percentagem de células de
Bradyrhizobium (BR-4406 e UFLA-01-457) e
Azorhizobium (UFLA-01-486 e UFLA-01-510)
que sobreviveram ao final de 28 dias de
incubacdo nas misturas de solos que continham
diferentes proporc¢des de solo contaminado (0,
15 e 45%)

Proporcao de solo contaminado

Isolado/estirpe

0 15 45

%
UFLA-01-457 89 79 21
BR-4406 95 87 20
UFLA-01-486 166 1,6 0
UFLA-01-510 89 2,3 0

porém bem maior, na popula¢do de rizébio,
correspondendo a menos de 1% do indculo inicial
(7,5 x 107 cel mL1) depois de 42 dias incubados.

Por outro lado, Turner et al. (1995), ao avaliarem
a sobrevivéncia de Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii RCR221 em diferentes misturas de lodo/solo,
cujas concentragdes totais (mg kg?) de Zn, Cu, Nie
Cd no solo com 100% de lodo eram de 1.535, 648, 98
e 8,0, respectivamente, verificaram que, somente
apds 156 dias, houve reducdo significativa no nimero
de rizobio, decorrente do aumento do teor de metal
no solo.

No entanto, em outros estudos (Kinkle et al.,
1987; Heckman et al., 1987a,b), verificou-se aumento
da populagdo de Bradyrhizobium japonicum durante
10 anos de aplicacdo de lodo de esgoto com altos
niveis de contaminagdo com metais, evidenciando
gue os metais pesados e outros componentes tdxicos
do lodo né&o influiram na sobrevivéncia deste
microrganismo, ja que a populagao nativa havia se
adaptado a condicdo de estresse.

Para Diaz-Ravina & Baath (1996), 0o metal pesado
no solo ocasiona dois efeitos no crescimento
bacteriano: um efeito inibitdrio inicial, provavelmente
causado por morte das bactérias sensiveis a toxidez
do metal, e um efeito estimulatoério sobre a taxa de
crescimento das bactérias mais tolerantes
sobreviventes, causado pelo aumento da
disponibilidade de substratos derivados de células
mortas, que pode variar durante o periodo de
incubacdao. Esses efeitos podem explicar a reducao e
a subsequente recuperagéo no nimero de UFC pela
estirpe BR-4406 na PSC 15% (Quadro 2).

A estirpe BR-4406 e o isolado UFLA-01-457,
selecionados como tolerantes em meio YMA
modificado pela adi¢cdo de metais pesados (Matsuda
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etal., 2002), mostraram certa tolerancia na PSC 15%,
na qual a sobrevivéncia das células foi de 87 (101030
UFC g1 de solo) e 79% (101028 UFC g! de solo),
respectivamente (Quadro 3). Para Chaudri et al.
(1992a), a toleréancia a metais por isolados de solos
contaminados indica que a bactéria, sobrevivendo
nestas condic¢des, desenvolve mecanismos nao-
especificos de adaptagdo, em adi¢cdo ao aumento da
producéo e excrecdo de polissacarideos extracelulares
em quantidades suficientes para que o metal fique
aderido e ndo seja absorvido pela célula (Garcia Jr.,
1997). A toleréncia a metais da estirpe BR-4406 de
Bradyrhizobium em meio YMA modificado e em solo
também foi observada por Trannin et al. (2001a,b),
que sugeriram caracteristicas genéticas especificas,
tendo em vista ndo existirem registros sobre a origem
desta em sitio contaminado com metais pesados, o que
possibilitaria uma pré-adaptacao a esta condigao. No
entanto, durante o processo de sele¢do de estirpes de
Bradyrhizobium para Enterolobium contortisiliquum,
a estirpe BR-4406 foi uma das mais eficientes e
competitivas em relagdo a populacéo nativa de um
solo acido (Ribeiro Jr. et al., 1986). Estes autores
atribuiram a maior competitividade e eficiéncia desta
estirpe, em relacdo as demais, a sua capacidade e da
planta de aumentarem o pH na rizosfera, tornando-a
mais tolerante a acidez, que, neste caso, diminui a
disponibilidade de Al e Mn no solo. Estéd comprovado
gue microrganismos tolerantes a determinado
estresse sdo capazes de tolerar outros tipos de
estresse, 0 que pode estar ocorrendo em relagdo a
BR4406, que é tolerante & acidez e a metais pesados.
A producao e a excre¢édo de compostos organicos pelos
microrganismos podem imobilizar os metais pela
formacdo de complexos organometalicos, represen-
tando possiveis mecanismos pelos quais células
bacterianas toleram metais pesados.

Costerton et al. (1981) relataram que a produgao
e a excrecao de polissacarideos extracelulares
modificam o ambiente ao redor da célula, permitindo,
com isso, a sobrevivéncia de células bacterianas em
ambientes contaminados. De fato, a producéo de
guantidades elevadas de polissacarideos extra-
celulares por bactérias em sedimentos contaminados
complexa Cr, tornando-o ndo-tdxico para estas
(Aislabie & Loutit, 1986). Rudd et al. (1984) também
verificaram a complexacgdo de Cu, Cd, Co e Ni por
componentes protéicos e polissacarideos extra-
celulares em Klebsiella aerogenes. Todavia, a
capacidade desta em complexar metais € menor para
Ni que para Cu, Cd e Co, indicando a presenca de
varios sitios de ligacdo em seus componentes
extracelulares para estes trés metais. Isto pode
explicar a maior toxidez de Ni para essa bactéria.
No entanto, em solo contaminado por aplicacdo de
solucdes de sais de sulfato de Zn, Cd, Cu e Ni, este
ultimo metal ndo teve efeito sobre a populacéo nativa
de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, mesmo
guando concentracdes elevadas (em mg dm=3:Zn: 159
a 455, Cu: 58 a 225, Cd: 4 al8, Ni: 26 a 54) foram
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adicionadas ao solo (Chaudri et al., 1992a), o que
demonstra a capacidade diferenciada na complexagao
de metais.

As misturas de solo utilizadas neste estudo
apresentaram caracteristicas bastante semelhantes,
com excecdo dos teores de metais pesados, mas
alguma variabilidade com relagdo as caracteristicas
fisicas (Quadro 1). Para Giller et al. (1993), a sobrevi-
véncia de rizébio em solos contaminados pode ser
devida a localizacéo das células na matéria organica
ou em particulas de argila, que sao protegidas da fito-
toxidez dos metais, conforme relataram Turner et
al. (1995) para Rhizobium leguminosarum bv. trifolii.
Esses autores, utilizando dois tipos de solos (arenoso
e argiloso), cujas concentragdes totais (mg kg?1) de Zn,
Cu, Ni e Cd eram de 1.535, 648, 98 e 8,0,
respectivamente, para o solo argiloso, e de 306, 92,
30 e 9,8, respectivamente, para o solo arenoso,
verificaram que redugdes no nimero da bactérias
comecgaram a surgir muito mais cedo no solo arenoso,
mesmo apresentando menores concentracgdes de
metais. Portanto, no presente estudo, a maior
percentagem de areia na PSC 45% em relagdo as
outras PSC (0 e 15%) pode ter contribuido para
elevar a toxidez de metais nesta PSC. No entanto,
Reddy et al. (1983), ao avaliarem a sobrevivéncia de
Bradyrhizobium japonicum USDA110 em solo
arenoso e argiloso que continha lodo de esgoto
contaminado com metais (concentragdes totais
(mg kg1): Fe: 8250, Mn: 323, Zn: 1020, Cu: 496,
Ni: 200, Ph: 210 e Cd: 14), ndo observaram diferencas
na populagédo do rizébio depois de 42 dias de
exposicao.

Os isolados UFLA-01-486 e UFLA-01-510, mais
sensiveis a metais em YMA modificado pela adicéo
de metais no trabalho anterior (Matsuda et al., 2002),
mostraram-se bastante sensiveis a metais pesados
no solo, mesmo com a contagem inicial (tempo 0) de
um nudmero médio relativamente alto de
Azorhizobium (10926 UFC g1 de solo). Na PSC 15%,
apenas 1,6% (1074° UFC g de solo) e 2,3% (10760
UFC g de solo) das células dos isolados UFLA-01-486
e UFLA-01-510 da contagem inicial, respectivamente,
sobreviveram apds 28 dias de incubagdo (Quadro 3).
Jana PSC 45%, todas as células destes dois isolados
apos sete dias de incubagdo estavam mortas. No solo
ndo contaminado com metais, a quantidade de
células do isolado UFLA-01-510 depois de 28 dias
permaneceu pratica-mente inalterada, enquanto para
UFLA-01-486, verificou-se um acréscimo de 66%
(10947 UFC g de solo), indicando que apenas a
presencga de metais foi responsavel pelo declinio da
populagédo no solo.

A presenga de varios metais em excesso nas
misturas de solos com 15 e 45% PSC impossibilitou
a determinacéo de qual metal ou interacéo de metais
sao responsaveis pela maior toxidez ao rizoébio.
Contudo, Zn, Cd e Cu s&o 0s metais em concentragdes
mais elevadas no solo contaminado empregado neste
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estudo e, de acordo com Giller et al. (1989), sdo os
mais toxicos para o rizébio. Chaudri et al. (1992a)
também mostraram que a ordem de toxidez de
metais ao rizobio foi Cd > Zn > Cu, quando
adicionados ao solo em solugdes de sulfato. Chumbo
€ muito insoltvel no solo e, portanto, pouco téxico ao
rizobio (McGrath, 1987). Assim, pode-se inferir que
Zn, Cd e Cu séo os responsaveis pela reducédo da
sobrevivéncia destas bactérias no solo estudado.

Neste trabalho, percebeu-se a relacdo entre
tolerancia em meio YMA suplementado com metais
pesados e a sobrevivéncia em solo contaminado, ja
que em ambas as condic6es, Azorhizobium mostrou-
se mais sensivel aos metais que Bradyrhizobium.
Apesar da baixa sobrevivéncia da estirpe BR-4406
(10989 UFC g1 de solo) e do isolado UFLA-01-457
(10972 UFC g de solo) apds 28 dias de incubagéo na
PSC 45%, houve certa tolerancia, visto que as
concentragdes de metais existentes nesta PSC (em
mg dm-3, extraidos por DPTA: Cd =64; Cu=197,2;e
Zn = 1235) foram bastante elevadas. Portanto, a
estirpe BR-4406 e o isolado UFLA-01-457, ambos
pertencentes ao género Bradyrhizobium, sé&o
promissores para inoculacdo de leguminosas em
areas de solos contaminados com metais pesados.

CONCLUSOES

1. Asobrevivéncia de genétipos de Bradyrhizobium,
avaliada por meio do nimero de células viaveis apds
28 dias de incubacédo em solo com diferentes graus
de contaminacao, foi maior que a de Azorhizobium,
indicando serem os primeiros mais tolerantes a
presenca de metais pesados no solo.

2. Houve relagado entre sobrevivéncia no solo
contaminado com metais pesados e tolerancia em
meio de cultura que continha sais destes metais, ja
que Bradyrhizobium foi mais tolerante que
Azorhizobium nestas duas condicdes.

3. Oisolado UFLA 01-457 e a estirpe BR 4406 de
Bradyrhizobium sao recomendados para estudos que
visem a fixacdo simbiotica de N, em leguminosas
introduzidas em areas de solos contaminados com
metais pesados.
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