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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a tolerancia de estirpes de Cupriavidus necator a zinco, cadmio,
cobre e chumbo, além de determinar a eficiéncia simbidtica das estirpes mais tolerantes em associagdo a
espécies leguminosas com potencial para revegetagdo. A tolerancia foi testada em meio LB, suplementado com
2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5 e 15 mmol L' de ZnS0O,.7H,0, CdSO,.8H,0, CuS0O,.5H,0 e PbCl,, respectivamente,
em comparagdo ao controle sem adi¢cdo de metal. Determinou-se a eficiéncia simbiotica das quatro estirpes de
C. necator mais tolerantes aos metais avaliados (UFLA02-71, UFLA02-73, UFLA01-659 ¢ UFLA01-663),
as quais foram inoculadas nas espécies: Leucaena leucocephala, Enterolobium contortisiliquum, Acacia
mangium, Mimosa caesalpiniifolia, M. pudica, M. pigra e M. acutistipula. Em vasos com solos, avaliaram-
se L. leucocephala, M. pudica e M. caesalpiniifolia e as estirpes UFLA01-659 e UFLAO02-71, selecionadas
na avaliacdo de eficiéncia simbiotica. A estirpe UFLA02-71 proporcionou incrementos de matéria seca da
parte aérea de 870% em M. caesalpiniifolia, enquanto que UFLA01-659 proporcionou 885% em M. pudica e
924% em L. leucocephala. As estirpes UFLA01-659 e UFLA02-71, além da alta tolerancia a metais pesados,
apresentaram eficiéncia em fixar nitrogénio, em simbiose com essas leguminosas, em solos com rizobios
nativos capazes de noduld-las, e devem ser avaliadas quanto ao seu potencial de utilizacdo em programas de
recuperacao de areas degradadas.

Termos para indexacdo: areas degradadas, B-proteobactéria, fixagdo bioldgica de nitrogénio, metais pesados,
revegetacao.

Symbiotic efficiency of Cupriavidus necator strains tolerant to zinc,
cadmium, copper and lead

Abstract — The objective of this work was to evaluate the tolerance of Cupriavidus necator strains to zinc,
cadmium, copper and lead, as well as to determine the symbiotic efficiency of the most tolerant ones in legume
species suited for use in revegetation. Tolerance was evaluated in LB medium supplemented with 2.5, 5.0, 7.5,
10, 12.5 and 15 mmol L' of ZnSO,.7H,0, CdS0O,.8H,0, CuSO,.5H,0 and PbCl,, respectively, in comparison to a
control without metal. The symbiotic efficiency of the four C. necator most metal-tolerant strains (UFLA02-71,
UFLAO02-73, UFLA01-659 and UFLAO01-663) was determined, and these strains were inoculated in the
species: Leucaena leucocephala, Enterolobium contortisiliquum, Acacia mangium, Mimosa caesalpiniifolia,
M. pudica, M. pigra and M. acutistipula. Leucaena leucocephala, M. pudica and M. caesalpiniifolia and
the strains UFLA02-71 and UFLAO01-659, which presented the high symbiotic efficiency, were evaluated
in pots with soil. UFLA02-71 provided increments of 870% in shoot dry matter of M. caesalpiniifolia, and
UFLAO01-659 provided 885% in M. pudica and 924% in L. leucocephala. These strains should be assessed for
potential use in programs to restore degraded areas, since they showed high efficiency in nitrogen fixation and
were competitive with indigenous rhizobia populations, besides being highly tolerant to heavy metals.

Index terms: degraded areas, B-proteobacteria, biological nitrogen fixation, heavy metals, revegetation.

Introducao sucessao natural. Com este propodsito, a revegetacio

tem sido a principal pratica para recompor e proteger

A recuperagio das areas degradadas pela atividade o solo, evitar a poluigdo das dguas e promover o
de mineragdo deve ser realizada para acelerar a  retorno da biota edafica. Para implantar a revegetacao,
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¢ necessario selecionar espécies vegetais tolerantes a
metais pesados e capazes de produzir grande quantidade
de matéria organica (Marques et al., 2000). Espécies
de leguminosas Fabaceae Lindl. (syn. Leguminosae
Adanson), como as dos géneros Acacia, Mimosa,
Leucena e Enterolobium, tém sido descritas como
promissoras para a revegetacao de solos degradados e
a aceleracdo do processo de sucessdo ecologica (Costa
et al., 2004; Freire et al., 2010; Chaer et al., 2011).

A revegetagdo com leguminosas arboreas, em
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico (N,), tem-se mostrado uma técnica viavel
para a recuperagdo desses solos. Tais associagdes
favorecem o estabelecimento da cobertura vegetal, pois
funcionam como catalisadoras de importantes fungdes
ecologicas (Costa et al., 2004).

Diversos géneros de bactérias sdo capazes de crescer
em solos com altas concentracdes de metais (Uzel
& Ozdemir, 2009), das quais o género Cupriavidus
tem recebido destaque quanto a capacidade de tolerar
diferentes metais pesados. Um sistema de biossorcdo
de metal, que consistiu na combinagao simbiotica entre
uma estirpe de C. faiwanensis, tolerante a chumbo,
cadmio e cobre, e a planta hospedeira Mimosa pudica
foi recentemente avaliado para a remog¢do de metais
poluentes (Chen et al., 2008). As plantas de M. pudica
aumentaram consideravelmente sua capacidade de
absorc¢ao de Cu, Cd e Pb, quando em simbiose com a
estirpe C. taiwanensis TJ208 (Chen et al., 2008).

Estirpes de C. necator sao capazes de formar nodulos
efetivos em leguminosas da subfamilia Faboideae (syn.
Papilionoideaec) ¢ Mimosoideae (Florentino et al.,
2009; Silva, 2009), e também tém a capacidade de
tolerar altas concentragdes de metais pesados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a tolerancia de
estirpes de Cupriavidus necator a zinco, cadmio, cobre
e chumbo, além de determinar a eficiéncia simbidtica
das estirpes mais tolerantes em associagdo a espécies
leguminosas com potencial para revegetacdo de areas
contaminadas.

Material e Métodos

Para a determinacdo da tolerancia a Zn, Cd, Cu e
Pb, foram selecionadas 35 estirpes de C. necator
capazes de formar nddulos efetivos em espécies
da familia Fabaceae, subfamilias Faboideae e
Mimosoideae (Florentino et al., 2009; Silva, 2009).
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Na avaliacdo in vitro da tolerdncia das estirpes a
altas concentragdes de metais pesados, cada estirpe
cresceu em 30 mL de meio LB (5 g L' NaCl, 5 g L*!
extrato de levedura, 10 g L' triptona) com pH 6,8, em
agitacdo orbital de 100 rpm a 28°C. Apods 24 horas de
crescimento (1x10% células mL"), uma aliquota de
20 pL de suspensdes de células lavadas foi inoculada e
estriada com alga de platina, em placas com meio LB
suplementado com diferentes concentragdes de cada
metal, testadas individualmente conforme Trannin
et al. (2001). As concentragdes de ZnSO,.7H,0,
CdS0,.8H,0, CuS0O,.5H,0 e PbCl,, aplicadas ao meio
de cultura, foramde 2,5, 5,0,7,5,10, 12,5¢ 15 mmol L,
além de um tratamento controle sem a adi¢do de metais.
Ap6s a adigdo dos metais, o pH dos meios foi ajustado
para 6,0 com solu¢do de KOH ou HCI 0,5 mol L.
Para avaliar a suscetibilidade dos isolados aos metais,
determinou-se a concentragdo minima inibitoria
(MIC), definida como a menor concentracdo em que
ndo ocorreu a formagdo de unidades formadoras de
coldnias (UFC) visiveis, ap6s trés dias de incubacdo a
28°C, a partir de trés repetigoes.

Foram realizados dois experimentos para avaliar
a eficiéncia simbiotica das estirpes de C. necator em
associagdo as leguminosas. O primeiro foi feito em
vasos de Leonard com areia e vermiculita estéril, € o
segundo em vasos com solo ndo estéril. O primeiro
experimento foi conduzido de junho a setembro de
2009, em casa de vegetagdo, no Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras.
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, emarranjo fatorial 7x6, comtrésrepetigoes.
Os tratamentos constituiram-se de sete espécies de
leguminosas — Leucaena leucocephala (Lam.) R. de
Wit, Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong,
Acacia mangium (Wild.), Mimosa caesalpiniifolia,
M. pudica L., M. pigra L. e M. acutistipula (Marth.)
Benth. — e quatro estirpes de C. necator tolerantes as
mais altas concentragdes de Zn, Cd, Cu e Pb, testadas
anteriormente in vitro — UFLAO02-71, UFLA02-73,
UFLAO01-659 e UFLAO01-663—, além de dois controles
ndo inoculados, um com N mineral a 210 mg de N L
de solucdo, e outro com baixa concentracdo de N
mineral, a 21 mg de N L™ de solugao.

As plantas foram cultivadas em vasos de Leonard,
em que a parte superior do vaso continha uma mistura
1:2 de areia (150 cm®) e vermiculita (300 cm?), ¢ a
inferior com solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon
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(1950) diluida quatro vezes. Apds o preparo, 0s vasos
e a solugdo nutritiva foram autoclavados por uma hora,
a 121°C. As sementes foram submetidas a tratamento
quimico para quebra de dorméncia, conforme
recomendag¢des de Vieira & Fernades (1997), lavadas
com agua destilada esterilizada e semeadas, no total de
quatro sementes por vaso. Posteriormente, foi realizada
a inoculacdo das estirpes de C. necator cultivadas em
meio LB liquido por dois dias, em agitacdo constante
a 28°C. Cada semente recebeu 1 mL de in6culo (1x10°
células). A solugdo nutritiva dos vasos foi reposta de 15
em 15 dias com solug¢do autoclavada, e seu volume foi
completado durante esse periodo com agua destilada
esterilizada. Dez dias apds a germinagdo, realizou-se
o desbaste, tendo-se deixado somente duas plantas por
vaso.

O segundo experimento foi realizado para a
avaliagdo da capacidade competitiva das estirpes
selecionadas com os rizobios nativos do solo por
sitios de infec¢do, de outubro a dezembro de 2010.
Utilizaram-se vasos de plastico, com capacidade de
2 dm?, com solo arenoso (Neossolo Quartzarénico)
com baixo teor de matéria organica, coletado em
Itutinga, MG, de uma area com plantio de braquiaria.
O solo coletado na camada aravel (0 a 20 cm), seco ao
ar, destorroado, homogeneizado e passado na peneira
de 4 mm de malha, possuia as seguintes caracteristicas
quimicas: pHy,o, 5,5; P, 1,0 mg dm® (Mehlich I); K,
44 mg dm?; Ca, 0,2 cmol, dm?; Mg, 0,1 cmol. dm=;
Al, 0,3 cmol, dm3; H+Al, 2,1 cmol, dm3; SB,
0,4 cmol, dm?; T, 2,5 cmol, dm3; V, 16,6%; ¢ MO,
1,6 dag kg''. Para a correco deste solo, foi realizada a
calagem, de modo a elevar a saturagdo por bases para
40%. Em todas as parcelas, foi efetuada uma adubagao
basica com solugdo nutritiva com 200, 100, 40,
0.8, 1,5, 3,6, 50 ¢ 0,15 mg dm?® de K, P, S, B,
Cu, Mn, Zn e¢ Mo, respectivamente, ¢ a adubagdo
potassica foi parcelada em duas vezes.

Utilizou-se o delineamento experimental inteira-
mente casualizado, em arranjo fatorial 3x4, com
trés repeticdoes. Os tratamentos constituiram-se de
trés espécies de leguminosas (L. leucocephala,
M. caesalpiniifolia, M. pudica) e duas estirpes de
C. necator (UFLAO01-659 ¢ UFLA02-71) selecionadas
do experimento em vaso Leonard, além de dois
controles sem inoculacdo, um sem nitrogénio e outro
com nitrogénio mineral, com duas adubagdes de
100 mg dm3 de N aplicado aos vasos na forma de

solugdo, a primeira no plantio e a segunda 30 dias apds
a emergéncia das plantas.

As sementes foram submetidas a tratamento
quimico para quebra de dorméncia, conforme descrito
anteriormente e, em seguida, foram lavadas com agua
destilada esterilizada e semeadas no total de quatro
sementes por vaso. Imediatamente apos a semeadura,
1 mL de inéculo (1x10° células) foi adicionado a cada
semente. Apos dez dias de germinacao, foi realizado o
desbaste, tendo-se deixado somente duas plantas por
vaso.

Um terceiro experimento foi conduzido para
determinacdo do numero mais provavel (NMP)
de células da comunidade nativa de rizobios. Esse
experimento foi conduzido de outubro a dezembro
de 2010, em tubetes de 375 mL com mistura de
vermiculita e areia a propor¢do de 2:1. Utilizaram-
se trés amostras do solo de Itutinga, MG (também
utilizado no segundo experimento em vaso com
solo), submetidas a posteriores diluicdes seriadas
decimais. Empregou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3x9,
com trés repeticdes. Os tratamentos constituiram-
se de trés espécies de leguminosas (L. leucocephala,
M. caesalpiniifolia e M. pudica), sete dilui¢cdes deci-
mais seriadas em solugdo salina (8,5 g L' de NaCl)
de 10" a 107, e dois controles sem inoculacdo.
Os controles consistiram de um tratamento com
nitrogénio mineral com 210 mg de N L' e outro com
baixa concentragdo de nitrogénio a 21 mg de N L,
em solugdes diluidas quatro vezes. Os tratamentos
com inoculagdo receberam 1 mL da suspensao de solo
das diluigoes seriadas obtidas. A solugdo nutritiva foi
aplicada a cada sete dias depois de autoclavada.

As plantas do experimento em vaso Leonard foram
colhidas depois de 90 dias, e os experimentos em
vaso com solo e tubetes foram colhidos 60 dias apos a
semeadura. Nos experimentos em vasos de Leonard e
vasos com solo, foram avaliadas as seguintes variaveis:
nimero de nodulos (NN); massa de matéria seca de
nddulos (MSN); massa de matéria seca da parte aérea
(MSPA); e acumulo de nitrogénio na parte aérea
(ANPA). O N acumulado na parte aérea foi calculado
por meio da multiplicagdo da massa de matéria seca da
parte aérea pelo teor de N. No experimento em tubetes,
avaliou-se a presenca ou auséncia de nodulos nas
raizes, para estimar o nimero mais provavel (NMP) de
células de rizobio, tendo-se designado sinal positivo,
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para presenga, € negativo, para auséncia de nodulos, em
cada dilui¢do, com o uso do programa "most probable
number estimate" (MPNES) (Woomer et al., 1990).

Todos os dados foram submetidos a analise de
variancia, pelo Sisvar, versdo 4.0 (Ferreira, 2008).
As médias dos tratamentos foram agrupadas pelo teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Os valores
das variaveis numero de nodulos (NN) e massa de
matéria seca de nodulos (MSN) foram previamente
transformados pela formula (x+0,5)* (Soares et al.,
2006).

Resultados e Discussao

No ensaio para determinar a tolerancia a Zn, Cd, Cu
e Pb, 91% das estirpes cresceram em até 2,5 mmol L
de todos os metais; apenas cinco estirpes foram capazes
de crescer a concentracdo de 10 mmol L' de Zn e Cu,
e uma estirpe até a concentragdo de 7,5 mmol L' de
Pb. Nenhum dos isolados cresceu em concentracoes
superiores a 2,5 mmol L' de Cd. Portanto, a toxidez
dos metais para as estirpes foi decrescente nesta ordem:
Cd, Pb, Cu, Zn (Figura 1).

Em um estudo sobre a tolerancia a metais pesados
de estirpes de C. taiwanensis, isoladas de nddulos
de Mimosa sp. de ambientes nao contaminados,
observou-se que o Pb foi o metal mais tolerado pelas
estirpes dessa espécie, seguido de Zn, Cu e Cd (Chen
et al., 2008), que ¢ uma ordem de toxidez diferente
da relatada no presente trabalho. Em outro trabalho
(Vullo et al., 2008), uma estirpe de C. taiwanensis
isolada de ambiente contaminado com metais pesados,
em Buenos Aires, apresentou toxidez decrescente
de Cu, Cd, Zn. Estirpes de rizobio de diferentes
géneros (Bradyrhizobium, Azorhizobium, Rhizobium,
Mesorhizobium e Sinorhizobium), isoladas de solos
tropicais, apresentam maior resisténcia ao Zn, Cd e
Cu nesta ordem (Trannin et al., 2001; Matsuda et al.,
2002). Diferencas na resisténcia a metais pesados
podem estar ligadas a procedéncia dos isolados,
mesmo quando pertencentes a0 mesmo género ou, até,
a mesma espécie. No presente trabalho, as estirpes ndo
eram provenientes de areas contaminadas, e a tolerancia
observada ¢ inerente a espécie.

Apesar de todas as estirpes serem tolerantes a
um ou mais metais nas concentragdes avaliadas, as
estirpes UFLAO01-663, UFLAO01-659, UFLA02-73
e UFLAO1-71 destacaram-se das demais quanto a
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tolerancia a Zn, Cu, Cd e Pb, com concentragdes de 10,
10, 2,5 e 5 mmol L, respectivamente.

No experimento em vaso de Leonard, as estirpes
UFLAO01-663,  UFLAO01-659, UFLA02-73 e
UFLAO02-71 exerceram efeitos significativos e
diferenciados na produgdo de matéria seca da parte
acrea das espécies vegetais, aos 90 dias apds o plantio
(Figura 2). Nas espécies L. leucocephala e M. pudica,
a estirpe UFLA01-659 teve efeito na producdo de
matéria seca da parte aérea, com incrementos relativos
de 924 e 885%, em comparagdo ao tratamento sem
nitrogénio, respectivamente. A espécie M. acutistipula
respondeu positivamente a inoculagdo com a estirpe
UFLAO02-73, e a produgdo de matéria seca da parte
acérea foi similar aquela do tratamento que recebeu
nitrogénio mineral. As espécies M. caesalpiniifolia e
M. pigra beneficiaram-se da inoculagdo com a estirpe
UFLAO02-71, tendo apresentado producdo de matéria
seca de 2,23 e 4,17 g por vaso, enquanto no tratamento
sem inoculagao a producao foi de apenas 0,23 e 1,21 g
por vaso. Enterolobium contortisiliqguum apresentou
resposta similar com as quatro estirpes avaliadas:
produgdo de matéria seca significativamente menor do
que o tratamento com adi¢do de nitrogénio mineral, e
maior do que o tratamento sem nitrogénio. Na espécie
A. mangium, verificou-se efeito positivo da estirpe
UFLAO1-663, em comparacdo ao tratamento sem
nitrogénio. O efeito dos tratamentos inoculagdo das
estirpes, foi estatisticamente inferior ao do tratamento
nitrogenado, para a maioria das espécies, exceto
M. acustistipula.

A inoculagdo com C. necator proporcionou
beneficios para as leguminosas avaliadas,
principalmente quando foram usadas as estirpes
UFLAO01-659 e UFLAO02-71 nas leguminosas
M. pudica, L. leucocephala ¢ M. caesalpiniifolia,
o que indica eficiéncia dessas estirpes em fixar
nitrogénio atmosférico. Enterolobium contortisiliquum,
A. mangium, M. pigra, e M. acutistipula apresentaram
menor incremento de matéria seca da parte aérea, em
comparagdo as espécies M. pudica, L. leucocephala e
M. caesalpiniifolia.

Elliott et al. (2007) observaram que plantas de
M. pudica que receberam inoculacdo das estirpes
LMG19424 de C. taiwanensis e STMS815 de
Burkholderia phymatum, em solucdo nutritiva,
apresentaram incremento de 530 e 461%,
respectivamente, na producao de matéria seca apos trés
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semanas de cultivo, em comparagao ao tratamento sem
nitrogénio.

Em relagdo ao teor de nitrogénio (TN) na parte aérea,
em todos os tratamentos testados, os valores variaram
de 14 a 34 gkg' em E. contortisiliqguum, 10 a 25 g kg™
em M. pigra, e de 12 a 27 g kg' em M. acutistipula,
enquanto nas espécies selecionadas, L. leucocephala,
M. caesalpiniifolia e M. pudica, os valores variaram
de 10 a 34 gkg!, 11 a 36,5 g kg'e de 10 a 30 g kg'!,
respectivamente. A estirpe UFLA01-659 aumentou em
20 g kg'os teores de N em M. pudica, e 24 gkg' em L.
leucocephala, e a estirpe UFLA02-71 proporcionou
aumentos nos teores em M. caesalpiniifolia de
26,5 g kg!', em comparacdo a testemunha sem
nitrogénio mineral.
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O acumulo de N na parte aérea das sete espécies
de leguminosas também foi influenciado pela
inoculagdo das estirpes testadas (Figura 3). Para
M. caesalpiniifolia e M. pigra, a estirpe UFLA02-71
proporcionou maior acumulo de N na parte aérea
em comparacdo as demais. O acimulo de N em
E. contortisiliquum, M. pudica e L. leucocephala foi
maior quando estas espécies receberam inoculagdo da
estirpe UFLA01-659, o que esté relacionado a maior
producdo de matéria seca da parte aérea favorecida
por essa estirpe (Figura 2). Mimosa acutistipula e
A. mangium apresentaram os menores acumulos de N,
independentemente do tratamento. Em A. mangium,
nao houve diferenca significativa quanto ao acimulo
de N proporcionado pela inoculagdo com nenhuma das
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Figura 1. Numero de isolados que apresentaram crescimento em meio LB solido, acrescido de ZnS0O,.7H,0, CdSO,.8H,0,
CuS0,.5H,0 e PbCl,, a diferentes concentragdes, apds trés dias de incubagao.
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Figura 2. Massa de matéria seca da parte aérea de Mimosa acutistipula (A), M. pudica (B), M. pigra (C), Leucaena
leucocephala (D), M. caesalpiniifolia (E), Enterolobium contortisiliguum (F) e Acacia mangium (G), com inocula¢ao de
estirpes (UFLA02-73, UFLA01-663, UFLA01-659 e UFLA02-71) de Cupriavidus necator e com dois controles — C/N, com
adigdo de nitrogénio mineral; ¢ S/N, sem adi¢do de nitrogénio mineral —, 90 dias apos a semeadura em vaso de Leonard.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Acimulo de nitrogénio na parte aérea de Mimosa acutistipula (A), M. pudica (B), M. pigra (C), Leucaena
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Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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estirpes avaliadas. A estirpe UFLAO01-659, inoculada
em E. contortisiliquum, proporcionou aumento
significativo no actimulo de N superior ao das demais
estirpes ¢ ao da testemunha sem nitrogénio. O acumulo
de N com o uso das estirpes, em comparacdo com o
tratamento nitrogenado, foi estatisticamente inferior
para a maioria das espécies, exceto M. acustistipula.

Alguns autores utilizaram o teste de reducdo
de acetileno para avaliar a fixacdo de nitrogénio
por rizobios nas espécies M. pudica (Chen et al.,
2005; Barrett & Parker, 2006; Elliott et al., 2007),
M. pigra (Barrett & Parker, 2006; Elliott et al., 2007)
e M. acutistipula e M. caesalpiniifolia (Elliott et al.,
2007). No entanto, o acimulo de N na parte aérea ¢
um método mais preciso, uma vez que avalia a fixacdo
de N, durante todo o periodo de desenvolvimento da
planta, enquanto a atividade de redu¢do de acetileno
avalia a atividade da enzima no momento da avaliagdo
e em relagdo a outro substrato.

Em relacdo ao niimero de nédulos, os tratamentos
com ¢ sem N, em vasos de Leonard, ndo apresentaram
nddulos no sistema radicular. As espécies 4. mangium
e E. contortisiliguum ndo nodularam com nenhuma
estirpe analisada. Apesar de estas duas espécies
ndo terem nodulado com as estirpes avaliadas de
C. necator, todas as estirpes, com E. contortisiliquum,
e a UFLAO1-663, com 4. mangium, foram capazes de
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g 600 4 a
: i
g 500 b
g
5400-
2 a <4
2 300
g200 :
- a c
§ b aaaa
- d
100 abba ﬁ
0 < T T T T ]
S < 3 S < 3
S N = ISERS] S
S s S £ £ 5%
m% gn; < gi §'N
S g g3 28 S
SR SR S
S == $¢§
IS
i)

induzir o crescimento das plantas, em comparagdo ao
controle sem adicdo nitrogénio mineral. Uma provavel
explicacdoseriaapossibilidade deessasestirpesatuarem
como promotoras de crescimento dessas espécies
leguminosas, uma vez que o género Cupriavidus foi
segregado do antigo género Burkholderia (Sprent,
2008), e alguns autores ja demonstraram a eficiéncia
de Burkholderia como promotoras do crescimento em
leguminosas (Garau et al., 2009; Linu et al., 2009).

Na espécie M. pigra, nao houve diferenca
significativa entre as estirpes, quanto ao numero de
nodulos (Figura 4). A espécie M. caesalpiniifolia, com a
estirpe UFLA02-71, e M. acutistipula e M. pudica, com
a UFLAO01-659, formaram maior nimero de nodulos
em comparacdo aos demais tratamentos. A espécie L.
leucocephala desenvolveu maior nimero de nodulos
com as estirpes UFLA02-73 e UFLAO1-663.

A quantificagao do nimero de nédulos para diferentes
leguminosas varia muito nos trabalhos encontrados, até
mesmo quando se avalia uma mesma estirpe. [sto ocorre
principalmente em razdo do método utilizado para o
cultivo das plantas e das condicdes ambientais nas
quais os experimentos sao conduzidos, bem como em
razdo do tempo experimental empregado. Um exemplo
¢ a estirpe de C. taiwanensis LMG19424 que, quando
inoculada em M. pudica e M. pigra, proporciona uma
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Figura 4. Nimero e massa de matéria seca de nddulos de leguminosas com a inoculagao de estirpes de Cupriavidus
necator, 90 dias ap6s a semeadura em vaso de Leonard. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5%

de probabilidade.
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variagdo no numero de nodulos por planta de 12 a 235
e de 5 a 40, respectivamente (Chen et al., 2005; Elliott
et al., 2007).

Mimosa caesalpiniifolia, M. acutistipula e M. pudica,
com inoculacdo das estirpes UFLA02-71, UFLA02-73
e UFLAO01-659, respectivamente, apresentaram maior
producdo de matéria seca de nodulos. (Figura 4)
As leguminosas L. leucocephala ¢ M. pigra nao
apresentaram diferenca significativa na producao
de matéria seca com as quatro estirpes avaliadas
(Figura 4).

Nem sempre as estirpes que induziram a formagao
de maior numero de nddulos contribuiram para maior
producgdo de matéria seca destes. No entanto, a maior
produgdo de matéria seca de nddulos proporcionou o
aumento na produ¢do de matéria seca da parte aérea.
Para as cinco espécies de plantas que nodularam
com C. necator, a massa de matéria seca de nddulos
correlacionou-se positivamente com a massa de matéria
seca da parte aérea (r = 0,72; p<0,05), e o nimero de
noédulos negativamente (r = -0,32; p<0,05). Assim, a
massa de matéria seca de nodulos, no presente trabalho,
foi o melhor pardmetro para a selecdo de estirpes
quanto ao nimero de noédulos. Correlagdes positivas e
significativas entre a massa nodular e a quantidade de
N fixado biologicamente ja haviam sido relatadas por
Dobereiner et al. (1966).

Em razdo de L. leucocephala, M. pudica e
M. caesalpiniifolia, com a inoculagdo das estirpes
UFLAO01-659 e UFLAO02-71, terem apresentado os
maiores incrementos de matéria seca da parte aérea,
no experimento em vaso de Leonard, elas foram
selecionadas para o experimento em vaso com solo.
No experimento em vaso com solo, L. leucocephala
e M. pudica, com inoculacdo da estirpe UFLA01-659,
apresentaram incrementos na matéria seca da parte
aérea de 121 e 277%, respectivamente (Tabela 1).
Em M. caesalpiniifolia com inoculagdo da estirpe
UFLAO02-71, o aumento na producdo de matéria
seca foi de 245% em comparagdo a testemunha
sem nitrogénio mineral. O tratamento nitrogenado
proporcionou maior producdo de matéria seca nas trés
espécies estudadas. O incremento na matéria seca da
parte aérea de M. pudica com a inoculagdo, no presente
trabalho (277%), é superior aos encontrados por outros
autores, que avaliaram a simbiose da espécie com
Burkholderia sp. (100%), Cupriavidus sp. (164%) e
Rhizobium (9%), apds 41 dias de cultivo em vaso com

solo (Barrett & Parker, 2006). Mimosa caesalpiniifolia,
cultivada em vasos com Latossolo Vermelho-Amarelo
com a estirpe Semia 6167 (Burkholderia), apresentou
aumento de matéria seca de parte aérea de 20%, em
compara¢do ao tratamento sem inoculacdo (Burity
et al., 2000).

Assim como observado para a producao de matéria
seca, os maiores valores de actimulo de N, nas
espécies L. leucocephala e M. pudica, foram obtidos
com a inoculagdo da estirpe UFLAO01-659. A estirpe
UFLAO02-71, inoculada em M. caesalpiniifolia,
proporcionou maior incremento no acimulo de N na
parte aérea, em comparacao a estirpe UFLA01-659 e a
testemunha sem nitrogénio (Tabela 1).

Quanto ao numero e a massa de matéria seca
de nédulos, os tratamentos com e sem nitrogénio
mineral apresentaram baixos valores, em comparagao
aos tratamentos com inocula¢do (Tabela 1). Para
M. caesalpiniifolia, a inoculagdo com as estirpes
UFLAO02-71 e UFLAO01-659 ndo influenciou o nimero
e a producdo de massa de nodulos. Nas espécies
L. leucocephala e M. pudica, ainoculagao com a estirpe
UFLAO01-659 foi a que proporcionou maior nimero e
producao de matéria seca de noédulos, em comparagao
aos demais tratamentos.

Tabela 1. Nimero de nodulos (NN), matéria seca de nddulos
(MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA) e acumulo
de nitrogénio na parte aérea (ANPA) das trés espécies
vegetais, submetidas a diferentes tratamentos, 60 dias apos
a semeadura em um Neossolo Quartzarénico".

Tratamentos NN MSN MSPA ANPA
(mgvaso')  (gvaso') (mgplanta’)
Leucaena leucocephala
UFLAO01-659 81,00a 86,67a 1,15b 3,64b
UFLA02-71 50,33b 60,00b 0,83c 1,02¢
Sem N 15,00¢c 26,67c 0,52d 0,53¢
Com N 4,33d 12,00d 1,65a 5,23a
Mimosa pudica
UFLAO01-659 89,00a 100,00a 0,83b 2,48b
UFLA02-71 45,33b 63,33b 0,45¢ 0,49¢
Sem N 15,33¢ 20,00c 0,22d 0,30c
Com N 6,00d 11,00c 1,10a 3,30a
Mimosa caesalpiniifolia
UFLAO01-659 53,33a 73,33a 0,49¢ 0,58¢c
UFLA02-71 65,00a 76,67a 1,38b 4,28b
Sem N 9,00b 13,33b 0,40c 0,40c
Com N 3,33b 10,00b 1,94a 6,91a

(WMédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.
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Na avaliacdo do NMP de células da comunidade
nativa de rizobio, somente as plantas com suspensao
de solo até a dilui¢do 107 apresentaram nddulos em
seu sistema radicular. As inoculag¢des de suspensao
de solo até a dilui¢do de 103 promoveram aumento
na producdo de matéria seca da parte aérea das trés
espécies estudadas, em comparagdo as testemunhas
que ndo receberam nitrogénio. A populagdo de
rizobios, calculada pelo método das diluigdes
sucessivas, variou de: 9,1x10 a 1,90x10° rizébios g'!
de solo com L. leucocephala; 1,96x10% a 4,3x103
rizobios g' com M. pudica; e 1,58x10% a 3,5x103
rizobios g com M. caesalpiniifolia; estas populacdes
podem ser consideradas altas. As populagdes nativas
apresentaram um grande numero de células e foram
eficientes em fixar N atmosférico e em aumentar a
producdo de matéria seca da parte aérea, nas trés
espécies.

A habilidade de interacdo simbidtica com
leguminosas, no processo de fixagao bioldgica de N era,
até 2001, descrita como pertencente apenas aos géneros
bacterianos da classe das a-proteobactérias. No entanto,
com a descricdo de duas estirpes noduliferas do género
Burkholderia, pertencentes a classe P-proteobactéria,
os rizobios passaram a ser incluidos em duas linhagens
filogenéticas distintas (Moulin et al., 2001). Outra
espécie, Cupriavidus taiwanensis, também pertencente
ao grupo das PB-proteobactérias, foi descrita como
simbionte dominante de M. pudica e M. diplotricha em
Taiwan (Chen et al., 2003), o que mostra a necessidade
de mais estudos para a caracterizagdo da diversidade
de rizobios em diferentes populagdes de leguminosas
hospedeiras.

Conclusoes

1.As estirpes UFLAO01-663, UFLAO01-659,
UFLAO02-73 e UFLAO1-71 apresentam alta tolerancia
a Zn, Cu, Pb e Cd, em meio de cultivo solido.

2. A estirpe UFLAO1-659 proporciona aumen-
tos na producdo de matéria seca da parte aérea em
Mimosa pudica e Leucaena leucocephala, e a estirpe
UFLAO1-71 nas espécies M. caesalpiniifolia e
M. pigra, em vaso de Leonard.

3. A estirpe UFLA02-71 ¢ eficiente na fixacao
de nitrogénio em M. caesalpiniifolia, ¢ a estirpe
UFLAO01-659 em M. pudica e L. leucocephala, em
vaso com solo.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.47, n.1, p.85-95, jan. 2012

4. As estirpes UFLA02-71 e UFLAOI-659 sao
altamente competitivas com os rizobios nativos do
solo e favorecem o crescimento de M. caesalpiniifolia,
M. pudica e L. leucocephala.
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