Tolerancia de rizobios de diferentes procedéncias ao zinco, cobre e cadmio
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Resumo — Sessenta estirpes/isolados dos géneros Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium e Azorhizobium, procedentes de diferentes locais (Mata Atlantica, Amazonia, culturas
agricolas e experimentos com metais pesados) e de espécies hospedeiras pertencentes as subfamilias
Papilionoideae, Mimosoideae e Caesalpinoideae, foram avaliadas quanto a tolerancia a Zn, Cu e Cd
em meio YMA modificado pela adi¢éio de tampdes biologicos (HEPES e MES) e suplementados com
Cu (0 a60mgL?), Cd (0 a60mgL?) e Zn (0 a 1.000 mg L'"). Mediante padrdes de crescimento
atribuidos as culturas nas diferentes concentragdes dos metais, avaliaram-se as concentragdes maximas
toleradas e as doses toxicas destes metais para redugdo de crescimento em 25% (DT,s) € 50% (DTs).
Nao houve influéncia da procedéncia na concentragdo maxima de metal tolerada. A ordem de sensibi-
lidade aos metais, considerando-se as concentra¢des maximas toleradas, foi Azorhizobium > Rhizobium =
Mesorhizobium = Sinorhizobium > Bradyrhizobium. A DT,s e a DT, foram tteis para diferenciarem
estirpes/isolados de um mesmo género, que atingiram a mesma concentragdo maxima tolerada a Zn, Cu
¢ Cd. A ordem de toxicidade dos metais estudados foi Cu > Cd > Zn.

Termos para indexagio: simbiontes, toxicidade, metais pesados, crescimento.

Tolerance of rhizobia genera from different origins to zinc, copper and cadmium

Abstract — Sixty strains/isolates of the genera Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium and Azorhizobium, isolated from different hosts (legume subfamilies: Papilionoideae,
Mimosoideae and Caesalpinoideae) and location (Atlantic Forest, Amazon region, crop plantings and
heavy metal experiments), were evaluated for Zn, Cu and Cd tolerance in YMA medium modified by
the addition of biological buffers (HEPES and MES) and supplemented with Cu (0 to 60 mg L!), Cd
(0 to 60 mg L!), and Zn (0 to 1,000 mg L'!) sulphates. Growth standards were applied to evaluate
rhizobia cultures growth at different metal concentrations, allowing evaluation of highest tolerated
concentrations of Zn, Cu, and Cd and the toxic doses (concentrations) of these metals, which reduce
the growth standard in 25% (DT,s) and 50% (DTsy). It was verified that there was no influence of the
origin (host and location) on the highest tolerated concentration of each metal; the order of sensitivity
to heavy metals, considering the highest tolerable concentrations, was Azorhizobium > Rhizobium =
Mesorhizobium = Sinorhizobium > Bradyrhizobium. The DT, and the DT, were useful to differenti-
ate strain/isolates of the same genus, which reached the same highest tolerated concentration to Zn, Cu,
and Cu; and the order of toxicity was Cu > Cd > Zn.

Index terms: symbionts, toxicity, heavy metals, growth.

Introducio

A poluigio ambiental por residuos industriais con-
tendo metais pesados tem gerado graves problemas
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ao ambiente, comprometendo ecossistemas
(Doclman & Haanstra, 1984). As leguminosas ca-
pazes de formarem simbiose eficiente com rizobio
sdo espécies promissoras em programas de
revegetagdo de solos degradados (Franco et al.,
1992). A diversidade de rizébios ¢ de espécies de
leguminosas no Brasil (Moreira et al., 1993) repre-
sentam importantes fontes de recursos genéticos para
programas de selegdo de genotipos adaptados a di-
versas condicdes. O desenvolvimento de trabalhos
de revegetagao com leguminosas em solos contami-
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nados requer, entre outros fatores, a obtencdo de
rizobios tolerantes a niveis toxicos de metais pesa-
dos.

Os efeitos dos metais pesados sobre os rizobios
tém sido investigados através da adi¢ao de sais de
metais em concentragdes crescentes a0s meios nutri-
tivos (Duxbury & Bicknell, 1983; Kinkle et al., 1987;
Roézycki, 1992; Angle et al., 1993), sendo as avalia-
¢des feitas por meio de contagens em placa, ou pela
estimativa da tolerancia, através de valores atribui-
dos aos padrdes de crescimento (Martensson, 1992).
Uma limitagdo do uso de métodos in vifro ¢ que as
concentragdes dos ions metalicos livres e, conseqiien-
temente, suas atividades reais nio sio conhecidas
(Angle & Chaney, 1989). Além disso, alguns metais,
como Cu, Pb ¢ Ni, sdo, geralmente, menos toxicos
quando complexados com compostos organicos do
que em forma livre (Babich & Stotzky, 1980, 1983),
e, conseqiientemente, pode se superestimar as con-
centracdes de metais toleradas. Além disso, estas
podem nio estar relacionadas as concentragdes me-
talicas reais encontradas nos habitats dos quais o
rizobio foi isolado (Chaudri et al., 1993a, 1993b).
Apesar disso, os dados de tolerancia in vitro, por
serem qualitativos, permitem comparar um grande
numero de microrganismos, ¢ o teste em meio soli-
do, por ser um método mais rapido ¢ acessivel, tem
sido empregado em estudos de tolerancia de rizobio
a metais (Kinkle et al., 1987; Martensson, 1992;
Angle et al., 1993; Trannin et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a to-
lerancia de 60 estirpes/isolados de rizoébio
(Bradyrhizobium, Azorhizobium, Rhizobium,
Mesorhizobium ¢ Sinorhizobium), de diferentes pro-
cedéncias de hospedeiro e de local, a cobre, cddmio
¢ zinco.

Material e Métodos

Sessenta estirpes/isolados de bactérias diazotroficas que
formam simbiose com leguminosas, aqui coletivamente
chamadas de rizébios, num total de 20 simbiontes
de cada subfamilia (Papilionoideae, Mimosoideae e
Caesalpinoideae), e provenientes de diferentes locais (Ta-
belas 1, 2 e 3), foram estudados quanto a tolerancia a Zn,
Cu e Cd em meio YMA (Yeast Mannitol Agar) (Vincent,
1970) modificado. Cada estirpe ou isolado cresceu em
30 mL de meio YM (Yeast Mannitol) (Vincent, 1970) com
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pH 6.8, sob agita¢do orbital a 105 rpm a 28°C. Passados
dois dias de crescimento de Meso/Sino/Rhizobium
(1,3x101° cel mL1), quatro dias de crescimento de
Azorhizobium (10° cel mL™) e seis dias de crescimento do
Bradyrhizobium (1,2x101° cel mL1), sendo estes os tem-
pos necessarios para que as culturas de cada género atin-
gissem a fase log, uma aliquota de 1 mL de cultura de cada
estirpe ou isolado foi transferida para tubos eppendorf de
1,5 mL esterilizados, e centrifugada a 8.000 rpm, a 25°C,
por quatro minutos. O sobrenadante foi descartado, ¢ as
células, ressuspensas em 1 mL de solucdo salina estéril
(NaCl 5,5 g L'!) e centrifugadas novamente, repetindo o
processo de lavagem em solugdo salina, por trés vezes.
Posteriormente, aliquotas de 0,1 mL de suspensdes de cé-
lulas lavadas de rizobio foram inoculadas e espalhadas com
alca de Drigalsky em placas contendo meio YMA modi-
ficado por adigio de tampdes bioldgicos HEPES (1,3 mg L.
de N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic acid)
e MES [1,1 mg L' de 2-(N-morpholino) ethane sulfonic
acid] (Cole & Elkan, 1973), suplementado com diferentes
concentragdes de cada metal, testados individualmente.
As concentragdes de Zn (ZnSO,.7H,0) utilizadas foram:
0, 200, 400, 500, 600, 800 ¢ 1.000 mg L"! para os cinco
géneros, estabelecidas com base em estudos ja realizados
neste laboratorio (Trannin et al., 2001). Apos a adigdo das
solugdes de ZnSO4.7H,0, o pH dos meios foi ajustado
para 6,8 com solugdo de KOH 0,5 N esterilizada. O Cd e
o Cu foram adicionados em concentragdes superiores as
utilizadas por Trannin et al. (2001), ja que a estirpe
BR-4406 ¢ os isolados de solo contaminado (UFLLA-01-456,
UFLA-01-457 e UFLA-01-469), pertencentes ao género
Bradyrhizobium, cresceram na maior concentracfo testa-
da pelos autores, o que indica que poderiam tolerar con-
centragdes maiores; assim Cd e Cu foram adicionados nas
formas de CdSO,.8H,0 ¢ CuSO,.5H,0, nas concentra-
¢des: 0, 5.0, 10, 20,30,40 e 60 mg L1, ¢ 0, 2.5, 5.0, 10,
20,40 e 60 mg L1, respectivamente, também para os cin-
co géneros. Para auxiliar a visualizagdo de alteragdes em
pH do meio durante a avaliagdo, tratamentos controles,
sem inoculag@o, foram mantidos para cada nivel de conta-
minagdo com metal. Apds inoculagdo, as placas foram in-
cubadas a 28°C durante 10 dias. Os tratamentos foram dis-
tribuidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com trés repetigdes.

O comportamento de rizobio nas diferentes concentra-
¢des de metais foi avaliado atribuindo-se valores aos dife-
rentes padrdes de crescimento (PC) observados: 0 = sem
crescimento; 1 = sem colOnias visiveis, mas com
alcalinizac8o (Bradyrhizobium/Azorhizobium) ou
acidificagdo/auséncia de altera¢do da cor do meio (depen-
dendo da estirpe ou isolado do Meso/Sino/Rhizobium) e



Tabela 1. Estirpes ¢ isolados de rizobio de diferentes espéeies da subfamilia Caesalpinoideae, com seus respectivos géneros, hospedeiros, tempo de cresci-
mento, alteragdo de pH ocasionada no meio YMA (Yeast Mannitol Agar), producéo de goma e local de origem.

Estirpe/isolado”  Género Hospedeiro Tempo de Reagdio do pH Produgéo de goma  Local de origem
crescimento® do meio pelas colénias®
BR-3901% Bradyrhizobium  Melanoxylon sp. Lento Alcaliniza 12 Mata Atlantica
BR-5004® Bradyrhizobium  Dimorphandra sp. Lento Alealiniza 2 Mata Atlantica
BR-5005% Bradyrhizobium  Dimorphandra sp. Lento Alcaliniza 2 Mata Atlantica
INPA-68A Bradyrhizobium Dimorphandra parviflora ~ Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
INPA-101A Bradyrhizobium Dimorphandra parviflora ~ Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
INPA-145A Bradyrhizobium Dimorphandra parviflora ~ Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
INPA-147A Bradyrhizobium Dimorphandra parviflora ~ Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
INPA-155A Bradyrhizobium Campsiandra laurifolia Muito lento Alcaliniza 1 Amazbdnia
INPA-170B Bradyrhizobium Campsiandra comosa Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
INPA-173A Bradyrhizobium Tachigali paniculata Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
INPA-179A Bradyrhizobium Campsiandra comosa Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
INPA-191A Bradyrhizobium Dimorphandra parviflora ~ Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
INPA-547B Bradyrhizobium Tachigali paniculata Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
INPA-553A Bradyrhizobium Tachigali paniculata Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
UFLA-01-11 Bradyrhizobium Chamaecrista sp. Lento Alcaliniza 2 Amazbdnia
FL-27 Bradyrhizobium Albizia falcataria Lento Alcaliniza 2 Mata Atlantica
BR-3804® Mesorhizobium Chamaecrista ensiformis Rapido Acidifica 3 Mata Atlantica
BR-5001 Sinorhizobium Dimorphandra mollis Rapido Acidifica 2/3 Mata Atlantica
INPA-353B® Rhizobium Vouacapoua pallidior Rapido Neutro 2 Amazbdnia
UFLA-01-10®  Rhizobium Chamaecrista sp. Rapido Acidifica 3 Amazbdnia
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(UBR e FL: estirpes/isolados da colegio da Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia, Seropédica, RT; INPA: estirpes da colegdo do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia; Ufla: estirpes
da colegio da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG ®Tempo para o aparecimento de coldnias isoladas (dias): crescimento rapido, 1-3; crescimento intermediério, 4-5; crescimento lento, 6-10;
crescimento muito lento, >10. ®)Produgio de goma pelas coldnias (avaliagio visual comparativa): 1, pouca; 2, média; 3, abundante; 1/2 e 2/3, intermediarios (Moreira, 1991). Estirpes recomendadas
para produgdo de inoculante comercial. ®)Estirpes/isolados classificados provisoriamente, de acordo com suas caracteristicas (tempo de crescimento, reagio do pH do meio e produgio de goma pelas
coldnias), como Rhizobium; somente testes genéticos mostrardo a que género realmente pertencem (Mesorhizobium, Sinorhizobium ou Rhizobium).
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Tabela 2. Estirpes e isolados de rizobio de diferentes espécies da subfamilia Mimosoideae, com seus respectivos géneros, hospedeiros, tempo de crescimento,

alteracéio de pH ocasionada no meio YMA (Yeast Mannitol Agar), producéo de goma ¢ local de origem.

Estirpe/isolado’”  Género Hospedeiro Tempo de Reagfio dopH  Producgfo de goma Local de origem
crescimento® do meio pelas colonias®
BR-3617% Bradyrhizobium Acacia mangium Lento Alcaliniza 2 Mata Atlantica
BR-4406® Bradyrhizobium  Enterolobium ellipticum Lento Alcaliniza 2/3 Mata Atlantica
BR-5610% Bradyrhizobium  Albizia sp. Lento Alcaliniza 2 Mata Atlantica
BR-5611% Bradyrhizobium Faraserianthes falcata Lento Alcaliniza 2 Mata Atlantica
INPA-10A Bradyrhizobium Pithecellobium sp. cf saman Lento Alcaliniza 2 Amazdnia
INPA-54B Bradyrhizobium Inga sp. Lento Alcaliniza 12 Amazdnia
INPA-72A Bradyrhizobium Albizia lebbeck Lento Alcaliniza 2 Amazdnia
INPA-75B Bradyrhizobium Albizia lebbeck Lento Alcaliniza 2 Amazdnia
INPA-104A Bradyrhizobium Calliandra surinamensis Lento Alcaliniza 2 Amazdnia
INPA-183B Bradyrhizobium Pentaclethra sp. Lento Alcaliniza 2 Amazdnia
INPA-223A Bradyrhizobium Pentaclethra macroloba Lento Alcaliniza 2 Amaz6nia
UFLA-01-457 Bradyrhizobium Enterolobium contortisiliquum Lento Alcaliniza 2 CMM-MG®
UFLA-01-473 Bradyrhizobium Enterolobium timbouva Lento Alcaliniza 2 CMM-MG®©
BR-817 Sinorhizobium Leucaena leucocephala Rapido Neutro 3 Mata Atlantica
BR-34524-© Rhizobium Mimosa sp. Rapido Acidifica 2 Mata Atlantica
BR-3460®- & Rhizobium Mimosa sp. Rapido Neutro 3 Mata Atlantica
BR-3614%-© Rhizobium Acacia sp. Rapido Neutro 3 Mata Atlantica
BR-43014-® Rhizobium Calliandra sp. Répido Acidifica 3 Mata Atlantica
BR-43024-© Rhizobium Calliandra sp. Rapido Acidifica 3 Mata Atlantica
BR-6806 Sinorhizobium Pithecellobium dulce Rapido Neutro 3 Mata Atlantica
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(DBR: estirpes/isolados da colegio da Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia, Seropédica, RJ; INPA: estirpes da colegdo do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnia, Ufla: estirpes
da colegdo da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG ®Tempo para o aparecimento de coldnias isoladas (dias): crescimento rapido, 1-3; crescimento intermediario, 4-5; crescimento lento, 6-10
()Produgio de goma pelas coldnias (avaliagdo visual comparativa): 1, pouca; 2, média; 3, abundante; 1/2 e 2/3, intermedidrios (Moreira, 1991). ®Estirpes recomendadas para produgdo de inoculante
comercial. ®Estirpes/isolados classificados provisoriamente, de acordo com suas caracteristicas (tempo de crescimento, reagdo do pH do meio e produgio de goma pelas coldnias), como Rhizobium,
somente testes genéticos mostrardo a que género realmente pertencem (Mesorhizobium, Sinorhizobium ou Rhizobium). ®Isolado de mistura de solos contendo 40% de solo contaminado diluido em
Latossolo Vermelho escuro (LE); solo contaminado proveniente da Companhia Mineira de Metais (CMM), Trés Marias, MG
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Tabela 3. Estirpes e isolados de rizobio de diferentes espécies da subfamilia Papilionoideae, com seus respectivos géneros, hospedeiros, tempo de crescimen-

to, altera¢do de pH ocasionada no meio YMA (Yeast Mannitol Agar), producdo de goma e local de origem.

Estirpe/isolado” Género Hospedeiro Tempo de Reacéio do pH  Produgfio de goma Local de origem
crescimento™® do meio pelas colonias®
BR-29® Bradyrhizobium  Glycine max Lento Alcaliniza 2 Cultura agricola
SEMIA 587% Bradyrhizobium  Glycine max Lento Alcaliniza 2 Cultura agricola
BR-2001® Bradyrhizobium  Crotalaria juncea Lento Alcaliniza 2 Cultura agricola
BR-2613 Bradyrhizobium  Pueraria phaseoloides Lento Alcaliniza 2 Cultura agricola
BR-2405% Bradyrhizobium  Neonotonia wightii Lento Alcaliniza 2 Cultura agricola
BR-2801® Bradyrhizobium  Indigofera hirsuta Lento Alcaliniza 2 Cultura agricola
BR-6009 Bradyrhizobium  Deguelia sp. Lento Alcaliniza 2 Mata Atlantica
BR-8402% Bradyrhizobium  Dalbergia sp. Lento Alcaliniza 2 Mata Atlantica
BR-8404® Bradyrhizobium  Dalbergia nigra Lento Alcaliniza 2 Mata Atlantica
INPA-33A Bradyrhizobium  Derris amazdnica Lento Alcaliniza 2 Amazonia
INPA-80A Bradyrhizobium  Ormosia discolor Lento Alcaliniza 2 Amazonia
INPA-237B Bradyrhizobium  Pterocarpus sp. Lento Alcaliniza 2 Amazonia
INPA-514A Bradyrhizobium  Machaerium quinata Lento Alcaliniza 2 Amazonia
UFLA-01-486 Azorhizobium Sesbania virgata Intermedidrio  Alcaliniza 1 CMM-MG®
UFLA-01-510 Azorhizobium Sesbania virgata Intermediatio  Alcaliniza 1 CMM-MG®©
CIAT 899 Rhizobium Phaseolus vulgaris Répido Acidifica 3 Cultura agricola
BR-6401® Rhizobium Centrolobium sp. Rapido Acidifica 3 Mata Atlantica
INPA-523B Rhizobium Swartzia polyphylla Rapido Acidifica 3 Amazdnia
UFLA-04-708 Rhizobium Macroptilium atropurpureum Rapido Neutro 3 Solo - Amazonia
UFLA-04-709 Rhizobium Macroptilium atropurpureum Rapido Neutro 3 Solo - Amazonia

(BR: estirpes/isolados da colegdo da Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia, Seropédica, RJ; INPA: estirpes da colegdo do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnia; Ufla: estirpes
da colegio da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG () Tempo para o aparecimento de coldnias isoladas (dias): crescimento rapido: 1-3; crescimento intermediario: 4-5; crescimento lento: 6-10
()Produgio de goma pelas coldnias (avaliagio visual comparativa): 1-pouca; 2-média; 3-abundante (Moreira, 1991). ®Estirpes recomendadas para produg¢io de inoculante comercial. ®)Estirpes/isolados
classificados provisoriamente, de acordo com suas caracteristicas (tempo de crescimento, reagio do pH do meio e produgo de goma pelas colonias), como Rhizobium; somente testes genéticos mostrarao
a que género realmente pertencem (Mesorhizobium, Sinorhizobium ou Rhizobium). ®solado de mistura de solos contendo 10% de solo contaminado diluido em Latossolo Vermelho escuro (LE); solo

contaminado proveniente da Companhia Mineira de Metais (CMM), Trés Marias, MG.
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crescimento positivo apos repicagem para meio sem me-
tal; 2 = pouco; 3 = médio; 4 = abundante, com distribui-
¢do heterogénea na placa; 5 = maximo, com distribui¢do
uniforme por toda a placa, ndo diferindo do crescimento
em meio sem contaminagfo. A concentragdo maxima to-
lerada (CMT) correspondeu a maior concentragdo de me-
tal que apresentou PC>1.

Através dos valores atribuidos aos diferentes PC para
avaliagdo do comportamento do rizobio nas diferentes
concentragdes de Zn, Cu e Cd, foram obtidas equagdes de
regressdo (programa Table Curve 2D for Windows v. 2.03 —
Jandel Corporation), e a partir destas, foram calculadas as
doses toxicas dos metais que reduzem o PC em 25% (DT,s)
e 50% (DT50)

Resultados e Discussio

Considerando a CMT de Zn, a estirpe BR-4406 ¢
os isolados de solo contaminado UFLA-01-457
e UFLA-01-473, pertencentes ao género
Bradyrhizobium e oriundos de Mimosoideae, foram
os mais tolerantes (Tabela 4). Dos outros represen-
tantes desse género nas trés subfamilias (SF), nove
tiveram PC 2, ¢ o restante, PC 1, na mesma CMT.
Todos os representantes da SF Caesalpinoideac tive-
ram PC 1 na CMT de Zn, ¢ os da subfamilia
Mimosoideae, que tiveram PC 2 nessa concentra-
¢do, sdo de hospedeiros nativos da Amazonia.
A CMT de 800 mg L-! também foi verificada por
Trannin et al. (2001) em relago as estirpes ¢ isola-
dos de Bradyrhizobium mais tolerantes a zinco.
Angle et al. (1993) constataram que a espécie de
Bradyrhizobium (Bradyrhizobium japonicun) mais
tolerante a Zn apresentou CMT de 500 mg L-!, sen-
do esta a maior concentracdo testada por esses auto-
res. A CMT a Zn por todos representantes de
Rhizobium, Mesorhizobium ¢ Sinorhizobium foi
menor que a CMT por Bradyrhizobium (Tabela 4).
Na CMT, todas estirpes/isolados de Rhizobium ¢
Sinorhizobium oriundos de Caesalpinoideae tiveram
o maior PC (2), enquanto os representantes oriun-
dos de Papilionoideae ¢ Mimosoideae tiveram PC 1;
Mesorhizobium obteve PC 2 na CMT a zinco. Como
Mesorhizobium teve apenas uma representante, a
estirpe BR-3804 (Cacsalpinoideae) nao pode ser
comparada com outras de mesmo género que tives-
sem sido isoladas de espécies de outras subfamilias.
Ja os isolados de Rhizobium testados por Angle et al.
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(1993) também mostraram ser menos tolerantes a
Zn que Bradyrhizobium, apresentando CMT de
100 mg L-!. A maior tolerancia de estirpes oriundas
da subfamilia Caesalpinoideac a estresses também
foi verificada por Silva & Franco (1984), que
constataram que das 211 estirpes de Rhizobium sp.
testadas em meio de cultura sob condicdes de aci-
dez, 85,7%. 48.8% ¢ 28.0% isoladas, respectivamen-
te, das subfamilias Caesalpinoideae, Mimosoidecae
¢ Papilionoideae, cresceram em meio de cultura
com pH 4,6 com e sem 50 uM Al**, e que uma
estirpe cresceu na auséncia, mas nio na presenca
de Al1™3. Para os dois isolados de Azorhizobium
(UFLA-01-486 ¢ UFLA-01-510), a concentracio
maxima tolerada (CMT) a Zn foi menor que para os
outros géneros, diferindo, entretanto, nos PCs, na
concentragido de 200 mg L-! (Tabela 4). Como
Azorhizobium ¢ restrito a hospedeiros do género
Sesbania, ndo foi possivel a comparacio entre
subfamilias. A CMT de 400 mg L-! também foi en-
contrada pelas estirpes ¢ isolados de Azorhizobium
mais tolerantes a Zn estudados por Trannin
etal. (2001).

A estirpe BR-4406 ¢ os isolados de solo contami-
nado UFLA-01-457 ¢ UFLA-01-473, os trés perten-
centes a Bradyrhizobium e oriundos de Mimosoideae,
também foram os mais tolerantes a Cu, consideran-
do a CMT, porém os dois isolados tiveram PC 2 nes-
ta concentracdo, ¢ a BR-4406 PC 1 (Tabela 5). Com
relacdo aos outros representantes de Bradyrhizobium
houve variagio com relagdo a CMT. Ja no estudo de
Trannin et al. (2001), a CMT obtida para Cu pela
estirpe e isolados de Bradyrhizobium mais toleran-
tes foi 40 mg L-!, e portanto menor que a dos mais
tolerantes obtidos neste estudo, porém esta foi a maior
concentragdo testada pelos autores. Angle et al.
(1993) obtiveram, em relagao ao Cu, a CMT de ape-
nas 5,0 mg L' pelo Bradyrhizobium mais tolerante.
Por outro lado, as estirpes/isolados de Rhizobium,
Mesorhizobium ¢ Sinorhizobium toleraram o Cu duas
vezes mais que os isolados de Azorhizobium (Tabe-
la 5). Todas as estirpes/isolados de Rhizobium
¢ Sinorhizobium oriundos das subfamilias
Cacesalpinoideac ¢ Papilionoideac tiveram PC 2 na
CMT, e os de Mimosoideae, PC 1; Mesorhizobium
também obteve PC 2 na CMT a cobre. No trabalho
de Angle et al. (1993) a CMT pelo isolado de
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Tabela 4. Padrdes de crescimento de rizobio expostos a concentragdes de zinco (mg L™1) em meio YMA modificado e
equagdes de regressdo para determinago das doses criticas de toxidez (mg L) para inibigdo de 25% (DT,s) € 50% (DTs,)

do padréo de crescimento.

Subfamilia/género Zinco (mg L) Regressio R? DT  DTso
0 200 400 500 600 800 1.000

Cacsalpinoideae
Bradyrhizobium -
INPA-179A 4 4 2 2 1@ 0 0 InY=4,63-1,53¢-07x>° 097" 336 467
INPA-170B 4 2 2 2 1@ 0 0 Y=102,92-3,16x*° 0,90 78 280
INPA-101A 4 4 2 I 0 0 InY=4,62-8,27¢-09x° 0977 331 440
INPA-145A 4 3 2 1 1@ 0 0 Y*=9,88-0,00037x"° 098" 222 387
INPA-191A 4 3 2 T 0 0 Y"=9,88-0,00037x"" 098" 22 387
INPA-553A 4 3 2 T 0 0 Y"=9,88-0,00037x"" 098" 22 387
BR-3901 4 3 2 T 0 0 Y"=9,88-0,00037x""° 098" 22 387
INPA-173A 4 2 2 T 0 0 Y=101,04-324x"° 095" 644 247
INPA-GSA 4 2 2 T 0 0 Y=101,04-324x"° 095" 644 247
FL-27 3 2 2 T 0 0 Y*=9,73-0,00028x"" 0937 244 447
BR-5004 3 2 2 T 0 0 Y*=9,73-0,00028x"" 0937 244 447
BR-5005 3 2 2 1 1@ 0 0 Y**=9,73-0,00028x"° 0937 244 447
UFLA-01-11 4 2 1 I 0 0 Y=-5,37+103,62exp(-x/364,58) 0977 926 228
INPA-147A 3 2 1 I 0 0 Y=-32,90+132,47cxp(-x/686,73) 096" 141 322
INPA-155A 3 2 1 I 0 0 Y=-32,90+132,47cxp(-x/686,73) 096" 141 322
INPA-547B 3 2 1 1 1@ 0 0 Y=-32,90+132,47cxp(-x/686,73) 0,96 141 32
Sino(S) Meso(M)/Rhizobium(R) .
UFLA-01-10(R) 4 3 2 20 o 0 0 Y**=9,76-0,00028x"° 087" 249 452
INPA-353B(R) 4 2 2 2W 0 0 0 Y=100,1lexp(-x/377,8) 083" 100 262
BR-5001(S) 3 3 2 2w 0 0 0  InY=4,60-3,83¢-09x" 082" 421 565
BR-3804(M) 3 2 2 2® 9 0 0 Y=-261,89+362,54exp(-x/2775,87) 0,80 204 418

Papilionoideae
Bradyrhizobium o
BR-8402 5 4 2 2 oW 0 0 Y»=9,77-0,00029x""° 0947 245 440
INPA-80A 4 4 2 2 oW 0 0 Y*=9,77-1,0097¢-05x> 0927 360 536
SEMIA 587 3 3 2 2 oW 0 0 Y"=9,83-2,44e-07<>° 088" 471 663
BR-2405 4 2 2 2 oW 0 0 Y=98,62-0,43x""Inx 085" 126 361
INPA-514A 5 4 2 1 1@ 0 0 InY=4,59-5,29¢-06x" 0997 229 359
INPA-33A 4 3 2 1 1@ 0 0 Y**=9,88-0,00037x"° 098" 222 387
BR-6009 3 3 2 1 1@ 0 0  InY=4,62-6,14¢-09x° 0977 365 486
BR-29 4 2 2 1 1@ 0 0 Y=101,04-324x"° 095" 644 247
BR-2801 3 2 2 1 1@ 0 0 Y*=9,73-0,00028x""° 0937 244 447
BR-2001 2 2 2 1 1@ 0 0 Y*=10,29-3,73¢-07x>° 0937 453 595
BR-2613 2 2 2 1 1@ 0 0 Y*=10,29-3,73¢-07x>° 0937 453 595
BR-8404 5 4 1 1 % 0 0 InY=4,59-5,62¢-06x" 095" 222 348
INPA-237B 4 2 1 1 1@ 0 0 Y=-5,37+103,62exp(-x/364,58) 097" 926 228
Rhizobium o
INPA-523B 3 3 2 1 0 0 0 InY=4,64-7,93¢-09x 097" 345 452
CIAT 899 3 3 2 1Y 0 0 0 InY=4,64-7,93¢-09x 097" 345 452
BR-6401 3 3 2 1Y 0 0 0 InY=4,64-7,93¢-09x 097" 345 452
UFLA-04-708 3 3 2 1Y 0 0 0 InY=4,64-7,93¢-09x 097" 345 452
UFLA-04-709 3 3 2 1Y 0 0 0 InY=4,64-7,93¢-09x 0,97 345 452
Azorhizobium -
UFLA-01-486 3 2 1 0 o 0 0  InY=4,60-0,00014x" 093" 161 201
UFLA-01-510 3 1 1 0 o 0 0 InY=4,58-0,0032x 0,88 62,3 207

Mimosoideae
Bradyrhizobium -
UFLA-01-457 5 4 2 2 1 10 Y=-3836+141,23exp(-x/791,07) 0977 174 371
UFLA-01-473 4 3 2 2 1 1 0 Y=-9591+191,63exp(-x/1465,27) 0977 198 430
BR-4406 5 4 1 1 1 1V 0 Y=-7,20+111,96exp(-x/415,58) 0917 128 279
INPA-72A 5 4 2 2 2O 0 0 Y**=9,77-0,00029x"° 0947 245 440
INPA-54B 5 3 2 2 2O 0 0 Y=104,10-3,18x*° 0937 833 289
INPA-10A 4 3 2 2 2O 0 0 Y=102,61-0,72x/Inx 0937 202 443
INPA-75B 4 3 2 2 oW 0 0 Y=102,61-0,72x/Inx 0,93 202 443

Continua...
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Tabela 4. Continuacdo

A. Matsuda et al.

Subfamilia/género Zinco (mg L) Regressio R? DT> DTso
0 200 400 500 600 800 1.000
Mimosoideae (continuacdo)

INPA-183B 4 3 2 2 2 0 Y=102,61-0,72x/Inx 0937 202 443
BR-3617 5 3 2 2 1 o 0 Y=103,89-331x" 097" 759 264
INPA-223A 5 4 2 1 1 o 0 InY=4,59-529¢-06x> 099" 229 350
INPA-104A 4 3 2 1 v 0 0 Y*=9,88-0,00037x° 098" 222 387
BR-5611 4 2 2 1 v 0 0 Y=-5,37+103,62exp(-x/364,58) 097" 644 247
BR-5610 4 2 1 1 1 0 0 Y=101,04-3,24x"° 095" 926 228
Sino(S) Rhizobium(R)

BR-4302(R) 4 2 2 1 o 0 0 Y=-20.09+118, T6exp(-x/487.99) 092" 108 257
BR-3452(R) 3 2 2 v 0 0 0 Y*=9,76-0,00029x"" 086" 241 437
BR-3614(R) 3 2 2 v 0 0 0 Y*=9,76-0,00029x""° 086" 241 437
BR-4301(R) 3 2 2 v 0 0 0 Y**=9,76-0,00029x"° 086" 241 437
BR-3460(R) 2 2 2 1 0 0 0 InY=4,66-3,37¢-09x> 0,76" 466 605
BR-817(S) 3 2 2 v 0 0 0 Y*=9,76-0,00029x"° 086" 241 437
BR-6806(S) 2 2 2 10 0 0 0 InY=4,66-3,37¢-09x> 0,76" 466 605

(WPadrio de crescimento do rizébio na concentragio méxima tolerada (CMT) a zinco.

Rhizobium mais tolerante a Cu foi bastante inferior
(2,0 mg L!) a encontrada neste estudo. Os isolados
de Azorhizobium foram os mais sensiveis ao Cu
(Tabela 5), resultado também encontrado por Trannin
etal. (2001) com relacdo as estirpes ¢ isolados de
Azorhizobium testados.

A estirpe ¢ isolados de solo contaminado de
Bradyrhizobium mais tolerantes a Zn ¢ Cu também
foram mais tolerantes a Cd (Tabela 6). No estudo de
Trannin et al. (2001), a CMT a Cd pela estirpe ¢ isola-
dos de Bradyrhizobium mais tolerantes foi 40 mg L-!;
porém, como ocorreu com o Cu, esta foi a maior
concentracao testada pelos autores. Quanto ao Cd,
Angle et al. (1993) obtiveram a CMTs de apenas
7.5 mg L' pelo Bradyrhizobium mais tolerante.
Borges & Wollum (1980, 1981), ao examinarem a
tolerancia a Cd de estirpes de Bradyrhizobium
Japonicum simbiontes de soja, verificaram que as
CMTs variaram de 10 a 90 mg L-!. Isto sugere que
concentragoes mais eclevadas de Cd ¢ Cu poderiam
ser testadas para a estirpe ¢ isolados mais tolerantes
de Bradyrhizobium (BR-4406, UFLA-01-457 ¢
UFLA-01-473) verificados neste estudo, que tole-
raram até 60 mg L-! de Cd e Cu, concentra¢des ma-
ximas estudadas. Todas as estirpes/isolados de
Rhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium atingi-
ram menores CMT do que Bradyrhizobium, em rela-
¢do a este metal, sendo que os do género Rhizobium
oriundos de Papilionoideae tiveram o maior PC (2)
na CMT (Tabela 6). No trabalho de Angle et al.
(1993), como aconteceu com Zn ¢ Cu, a CMT atin-
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gida pelos isolados de Rhizobium mais tolerantes a
Cd foi bastante inferior (2,5 mg L1)a obtida no pre-
sente estudo. Os dois isolados de Azorhizobium tam-
bém foram os mais sensiveis a Cd (Tabela 6). Das dez
estirpes/isolados de Azorhizobium utilizadas por
Trannin et al. (2001), nove apresentaram a mesma
CMT a Cd neste estudo, ¢ uma atingiu CMT de
30 mg L1,

Apesar de a CMT de cada metal ter sido a mesma
para todas as estirpes ¢ isolados dos géncros
Rhizobium ¢ Sinorhizobium, os representantes da
subfamilia Mimosoideac mostraram ser mais sensi-
veis, obtendo PC 1 para Zn ¢ Cu nesta concentra-
¢do. Em relagdo ao Cd, as mais sensiveis foram
Mimosoideae ¢ Cacsalpinoideac. A auséncia de di-
ferencas entre estirpes/isolados dentro dos géneros
Rhizobium e Sinorhizobium quanto a CMT aos me-
tais pode ser atribuida ao fato de ndo terem sido tes-
tados isolados de solos contaminados, diminuindo,
conseqiientemente, a possibilidade de serem encon-
tradas diferengas quanto a tolerancia a metais.
No entanto, no caso de Bradyrhizobium, estirpes nao
procedentes de solos contaminados (e.g. BR-44006)
também podem apresentar alta tolerancia, ¢ no
caso de Azorhizobium, isolados de solos contami-
nados podem ser sensiveis (e.g. UFLA-01-486 ¢
UFLA-01-510).

Quanto a Bradyrhizobium, que tinha maior diver-
sidade de origens, ndo houve influéncia das SFs na
tolerancia aos metais. Bradyrhizobium apresentou
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Tabela 5. Padrdes de crescimento de rizobio expostos a concentragdes de cobre (mg L™1) em meio YMA modificado e
equagdes de regressdo para determinagfo das doses criticas de toxidez (mg L.1) para inibi¢do de 25% (DT,s) € 50% (DTs,)
do padréo de crescimento.

Subfamilia/género Cobre (mg L™ Regressio R? DTzs DTso
0 25 5 10 20 40 60
Caecsalpinoideae
Bradyrhizobium
INPA-173A 5 4 3 3 3 v 0 Y=98,61-12,15x"° 094" 38 16,0
INPA-191a 4 4 3 3 3 1 0 Y=99,52-3,05x"Inx 094" 11,1 252
INPA-68A 4 3 3 3 3 1 0 InY=4,43-1,87¢-05x5° 093" 185 303
INPA-101A 4 3 3 3 3 1 0 InY=4,43-1,87¢-05x° 093" 185 303
INPA-145A 4 3 3 3 3 1 0 InY=4,43-1,87¢-05x° 093" 185 303
INPA-353a 4 4 4 3 209 0 InY=4,61-0,0019x 099" 125 193
BR-3901 4 4 3 3 209 0 Y**=10,02-0,15% 096" 91 197
BR-5004 5 4 3 2 209 0 Y=-1.26+95,70¢xp(-x/15,09) 095" 34 9.4
FL-27 3 3 3 2 209 0 Y**=9,95.0,023x"° 094" 145 248
BR-5005 3 3 2 2 20 0 Y=-42,88+141,19exp(x/45,05) 090" 81 189
INPA-547B 3 2 2 2 20 0 Y=99,41-12,90x"" 086" 36 147
INPA-147a 3 3 3 3 v 0 0 Y'=0,0009+4,12¢-11¢" 099" 182 193
INPA-170B 4 3 2 2 v 0 0 Y**=10,05-1,07x>° 097" 17 7.8
UFLA-01-11 4 2 2 2 v 0 0 Y*=9,71-1,05x"° 094" 1,0 6,3
INPA-179a 5 4 3 1 v 0 0 Y=138+101.04exp(-x/8,23) 097" 26 6,0
INPA-155A 2 2 2 1 v 0 0 InY=4,59-0,0020x 091" 118 186
Sino(S) Meso(M)/Rhizobium(R)
UFLA-01-10(R) 3 3 3 2™ 0 0 Y'=0,0099+2,27¢-07¢" 099" 96 107
INPA-353B(R) 3 3 2 2™ 0 0 Y'=0,010+5,16e-06x 092" 84 123
BR-3804(M) 4 3 3 2™ 0 0 Y=102,28exp(-x/10,94) 095" 34 7.8
BR-5001(S) 3 3 3 2™ 0 0 Y'=0,0099+2,27¢-07¢ 099" 96 107
Papilionoideae
Bradyrhizobium
INPA-80A 4 4 4 3 3 1 0 Y*=9,99-0,019x"° 097" 169 286
INPA-514a 5 3 3 3 3 1 0 Y=92,36-11,23x"° 089" 24 142
BR-8404 4 4 4 3 Mg 0  InY=4,61-0,0019x> 099" 12,5 193
INPA-33A 4 4 3 3 Mg 0 Y*=10,02-0,15x 096" 91 197
BR-2613 4 3 3 3 Mg 0 InY=4,47-0,0014x> 0,95 10,1 196
SEMIA 587 4 3 3 3 Mg 0 InY=4,47-0,0014x> 0,95 10,1 196
INPA-237B 4 4 4 2 Mg 0 InY=4,59-0,0019x> 091" 118 186
BR-2405 5 4 3 2 Mg 0 Y=-126+9570exp(-x/15,09) 095" 34 9.4
BR-2801 4 4 3 2 Mg 0 Y*=9,93-0,17x 094" 73 166
BR-29 4 4 3 2 Mg 0 Y*=9,93-0,17x 094" 73 166
BR-8402 4 3 3 2 2@ 0 Y =99,88-13,68x"° 095" 33 133
BR-6009 3 3 3 2 2@ 0 Y*=9,95-0,023x"° 094" 145 248
BR-2001 2 2 2 2 2™ 0 Y =97,95-0,032x 0817 266 385
Rhizobium
CIAT 899 4 4 3 29 0 0 InY=4,60-0,0074x> 099" 62 9.7
UFLA-04-708 4 3 3 29 0 0 Y=-5,19+106,86exp(-x/12,09) 096" 35 7.9
UFLA-04-709 4 3 3 29 0 0 Y=5,19+106,86exp(-x/12,09) 096" 35 7.0
BR-6401 3 3 2 29 0 0 InY=4,60-0,014x" 091”7 71 130
INPA-523B 3 3 2 PN 0 0  InY=4,60-0,014x"" 091" 84 123
Azorhizobium
UFLA-01-486 3 1 v 0 0 0 0 Y'=0,010+0,0021x"" 092" 13 2.8
UFLA-01-510 3 1 v o 0 0 0 Y'=0,010+0,0021x"" 092" 13 2,8
Mimosoideae

Bradyrhizobium
UFLA-01-457 5 4 4 4 3 3 2V Y =96,61-6,91x>° 093" 98 455
UFLA-01-473 4 3 3 3 3 2 20 1nY=4,56-0,084x"" 08" 85 60,0
BR-4406 5 4 4 3 3 2 1Y Y =98,37-9,74x% 097" 57 247
INPA-104a 4 4 3 3 3 1 0 Y=99,52-3,05x"Inx 094" 11,1 252
INPA-183B 3 3 3 3 2@ 0 Y'=0,0099+1,03¢-11¢" 099" 196 207
INPA-75B 3 3 3 3 2@ 0 Y'=0,0099+1,03¢-11¢" 099" 196 207
BR-5610 5 4 4 2 2™ 0 Y=-4,93+102,73exp(-x/17,62) 095" 44 110

Continua...
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Tabela 5. Continuagdo

A. Matsuda et al.

Subfamilia/género Cobre (mg L) Regressio R? DT  DTso
0 25 5 10 20 40 60
Mimosoideae (continuacdo)

BR-5611 5 4 3 2 2™ 0 Y=-1.26+95,70cxp(-x/15,09) 095" 34 9.4
INPA-72a 3 3 3 2 2® 0 0 Y**=9,95-0,023x" 0947 145 243
INPA-10a 3 3 3 2 2® 0 0 Y*=995-0,023x"° 0947 145 2438
INPA-223a 2 2 2 2 2 9 0 Y =97,95-0,032x" 081" 266 385
BR-3617 5 4 4 3 1 0 0 Y=-7.40+108.19xp(-x/17,31) 098" 47 109
INPA-54B 3 3 3 2 1 0 0 InY=4,62-0,0030x 09" 10,1 153
Sino(S) Rhizobium(R) -

BR-3452(R) 3 3 2 o 0 0 0 Y'=0,0099+236e-05%> 0997 52 7.5
BR-3460(R) 3 3 2 o 0 0 0 Y'=0,0099+236e-05%> 0997 52 7.5
BR-3614(R) 3 3 2 o 0 0 0 Y'=0,0099+236e-05% 0,97 52 7.5
BR-4301(R) 3 3 2 1 0 0 0 Y'=0,0009+2,36e-055" 0997 52 7,5
BR-4302(R) 3 3 2 1 0 0 0 Y'=0,0009+2,36e-055" 0997 52 7,5
BR-817(S) 3 3 2 1 0 0 0 Y'=0,0009+2,36e-055" 0997 52 7,5
BR-6806(S) 3 3 2 1 o 0 0 Y'=0,0009+2,36e-055" 0,99 52 7,5

(WPadrio de crescimento do rizobio na concentragio méxima tolerada (CMT) a cobre.

maior variacio de PC que Rhizobium, Sinorhizobium
¢ Azorhizobium, quando exposto aos metais; como
0 género Mesorhizobium teve apenas um represen-
tante, nao foi possivel avaliar a variagido em seu PC.

A ordem de toxicidade dos metais a todas as
estirpes ¢ isolados estudados foi Cu>Cd>Zn, o que
concorda com os resultados de Chaudri et al. (1992),
Angle et al. (1993) ¢ Trannin et al. (2001).

Algumas estirpes/isolados de um mesmo género,
que atingiram a mesma concentragdo maxima
tolerada a Zn, Cu ¢ Cd, apresentaram comportamento
diferenciado, ou seja, DT,s ¢ DTso diferentes
(Tabelas 4, 5 ¢ 6). Os dois isolados de Azorhizobium
(UFLA-01-486 ¢ UFLA-01-510), por exemplo,
que atingiram a mesma CMT a Zn (Tabela 4),
apresentaram DT,s ¢ DTs, diferentes. O isolado
UFLA-01-510 mostrou-se mais sensivel a Zn, ja que
a concentragio necessaria para reducio do padrao
de crescimento em 25% foi menor (Tabela 4).

As estirpes/isolados mais sensiveis (menores
DT,5) e mais tolerantes (maiores DTsp) a Zn,
Cu ¢ Cd pertencem, predominantemente, a
Bradyrhizobium;, este género foi o que apresentou as
maiores CMT a estes metais (Tabelas 4, 5 ¢ 6).
Nos estudos de Angle et al. (1993) ¢ Trannin et al.
(2001), Bradyrhizobium também foi mais tolerante
a metais pesados que Rhizobium ¢ Azorhizobium,
respectivamente. Azorhizobium foi o género que
apresentou as menores CMT aos trés metais ¢ tam-
bém obteve as menores DTso. Nao houve influéncia
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da origem (subfamilias ¢ locais) na DT,5 ¢ DTso a
metais.

As diferencgas na tolerancia a metais entre
Bradyrhizobium (crescimento lento) ¢ Rhizobium
(crescimento rapido), que ja sdo conhecidas (Borges
& Wollum, 1980, 1981; Kinkle et al., 1987; Angle
et al., 1993), estdo associadas a densa capsula
polissacaridica ao redor das células, especialmente
de Bradyrhizobium, que retém os metais, impedin-
do que sejam absorvidos (Beveridge & Doyle, 1989,
citados por Angle et al., 1993). Além disso,
Bradyrhizobium causa reacdo alcalina no meio, o
que pode reduzir a solubilidade ¢ atividade dos me-
tais (Alexander, 1977). Ao contrario, Rhizobium ge-
ralmente diminui o pH em seu meio, aumentando a
disponibilidade e toxicidade dos metais. Por outro
lado, Azorhizobium, que apresenta crescimento in-
termedidrio, apesar de produzir menos
polissacarideos extracelulares que Bradyrhizobium
¢ Rhizobium, promove maior alcalinizagao do meio
que esses dois géneros (Dreyfus et al., 1988).
No entanto, o estudo envolvendo os cinco géneros
(Bradyrhizobium, Rhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium e Azorhizobium) quanto a toxicidade
dos metais in vitro esta sendo realizado pela primei-
ra vez, ¢, pelos resultados obtidos, verificou-se que
na concentragdo maxima tolerada aos metais,
prevaleceu a maior produgido de polissa-
carideos extracelulares (EPS) pelo Rhizobium,
Mesorhizobium ¢ Sinorhizobium, em detrimento da
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Tabela 6. Padrdes de crescimento de rizobio expostos a concentragdes de cadmio (mg L'1) em meio YMA modificado
¢ equagdes de regressdo para determinacdo das doses criticas de toxidez (mg L'!) para inibigdo de 25% (DT,s) ¢
50% (DTsg) do padrdo de crescimento.

Subfamilia/género Cadmio (mg L) Regressio R? DTzs DTso
0 5 10 20 30 40 60
Cacsalpinoideae
Bradyrhizobium
INPA-553A 4 4 4 3 2 1Y 0 InY=4,61-0,00014x>° 0,997 213 299
BR-5004 4 4 3 3 2 1Y 0 Y%=9,96-0,018x"° 0977 171 291
BR-3901 4 3 3 3 2 1D 0 Y=3,41e+06-3,41e+06exp(x/2,16e+06) 0,95 122 28,1
INPA-147A 4 3 3 3 2 1D 0 Y=3,41e+06-3,41e+06exp(x/2,16e+06) 0,95 122 28,1
INPA-101A 3 3 3 3 2 1Y 0 InY=4,64-1,61e-055" 0,99 27,1 356
INPA-170B 5 4 4 2 2 1D 0 Y=-30,96+129,92exp(-x/42,70) 0977 87 202
INPA-179a 5 4 3 2 2 1Y 0 Y=103,01-12,95x%° 0,98 47 167
BR-5005 4 4 2 2 2 1Y 0 Y=95,97-3,03x>Inx 0,88 955 232
FL-27 3 3 2 2 2 1Y 0 Y**=9,60-0,0022x> 0,9 20,5 336
INPA-173a 5 4 3 2 1 1D 0 Y=-4,77+104,22exp(-x/22,99) 09" 61 148
INPA-547B 4 3 3 2 1 1D 0 Y=-25,12+122,27exp(-x/39,28) 0977 78 191
INPA-0191a 4 4 2 2 1 1Y 0 Y*=10,02-0,15x 0,9 93 201
INPA-145a 4 3 2 2 1 1Y 0 Y=99,40-12,60x"° 0,977 37 154
INPA-68a 3 3 2 2 1 19 0 Y=-78,82+180,66exp(-x/74,16) 095" 119 251
UFLA-01-11 4 3 2 1 1 1@ 9 Y=8.53+91,15exp(=x/14,19) 09" 45 112
INPA-155a 3 2 2 1 1 1Y 0 Y=9826-12,05x"° 095" 37 160
Sino(S) Meso(M)/Rhizobium(R)
UFLA-01-10(R) 4 4 3 2 1 o 0 InY=4,60-0,0017x 098" 129 203
INPA-353B(R) 2 2 2 2 1 o 0 Y'=0,0099+936e-16¢ 0,9 289 30,0
BR-5001(S) 4 3 3 2 v 0 0 Y*=9,89-0,15x 0,9 81 186
BR-3804(M) 4 3 3 2 v 0 0 Y*=9,89-0,15x 09" 81 186
Papilionoideae
Bradyrhizobium
INPA-80A 4 4 4 3 2 1Y 0 InY=4,61-0,00014x>° 0,99 213 299
INPA-514A 3 3 3 2 1 1Y 0 InY=4,59-0,00014x>° 0,95 21,0 302
BR-8404 4 2 2 2 1 1Y 0 Y=90,83-11,41x" 0,91 1,9 12,8
INPA-33a 4 4 3 3 2 1V 0 Y*=996-0,018x"° 097" 17,1 29,1
SEMIA 587 4 3 2 1 1 19 0 Y=8,53+91,15exp(-x/14,19) 096" 45 112
BR-2613 2 2 2 2 1 1V 0 Y%=10,08-0,00034x>° 0,94 280 378
INPA -37B 4 4 3 3 2 1V 0 Y%=996-0,018x"° 097" 17,1 29,1
BR-2405 3 3 3 2 1 1" 0 InY=4,59-0,00014x> 0,957 21,0 302
BR-2801 2 2 2 2 1 1 0 Y*=10,08-0,00034x>° 0,947 280 378
BR-29 5 4 2 2 1 1 o Y=4,85+94.0dexp(/16.18) 094" 47 119
BR-8402 4 3 2 2 1 1Y 0 Y=9940-12,60x"° 0,977 37 154
BR-6009 4 3 2 2 1 1Y 0 Y=99,40-12,60x*° 0,977 37 154
BR-2001 3 3 3 3 2 1 0 InY=4,64-1,61e-055 0,997 271 356
Rhizobium
INPA-523B 4 3 2 2 2™ 9 0  Y=101,55-13,11x*° 088" 41 154
CIAT 899 4 3 2 2 20 9 0 Y=101,55-13,11x*° 0,88 4,1 154
BR-6401 3 3 3 2 20 9 0 Y'=0,010+4,39-16&* 092" 296 307
UFLA-04-708 4 3 3 2 20 9 0 Y=-6033+156,87cxp(-x/58,09) 0917 86 204
UFLA-04-709 4 3 3 2 20 9 0 Y=-6033+156,87cxp(-x/58,09) 0917 86 204
Azorhizobium
UFLA-01-486 2 2 2 1 0 0 0 Y'=0,0006+1,12¢-06x° 0947 149 210
UFLA-01-510 3 3 1 1 0 0 0 InY=4,57-0,0011x> 0,84 154 248
Mimosoideae
Bradyrhizobium
UFLA-01-457 5 4 4 3 3 3 2V Yy =98,96-7,23x> 0,95 10,9 458
UFLA-01-473 5 4 4 3 3 3 2V Yy =98,96-7,23x>° 0,95 10,9 458
BR-4406 5 4 4 3 3 2V Yy =98,96-7,23x> 0,95 10,9 458
INPA-10a 4 4 4 3 2 1" 0 InY=4,61-0,00014x>° 0,997 213 299
INPA-75B 3 3 3 3 2 1 0  InY=4,64-1,61e-05x> 0,997 271 356
INPA-104A 3 3 3 3 2 1 0 InY=4,64-1,61e-05x> 0,997 271 356
INPA-183B 4 3 3 2 1 10 Y=-25,12+122,2Texp(-x/39,28) 097" 7.8 19,1
Continua...
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Tabela 6. Continuacdo

A. Matsuda et al.

Subfamilia/género Cadmio (mg L) Regressio R? DTzs DTso
0 5 10 20 30 40 60
Mimosoideae (continuagdo)

INPA-72a 4 3 3 2 1 19 0 Y=-25,12+122,27exp(-x/39,28) 0977 78 191

BR-5611 4 2 2 2 1 1Y 0 Y=90,83-11,41x% 001" 1,9 128

BR-3617 5 2 2 1 1 1Y 0 Y**=9,65-1,0023x>° 0,93 0,9 66

BR-5610 4 3 1 1 1 1 0 Y*=10,02-0,93x*° 0,86 2,1 10,1

INPA-54B 4 3 1 1 1 v 0 Y*=10,02-0,93x*° 0,86 2,1 10,1

INPA-223a 2 1 1 1 1 19 0 Y=8935-936x"° 072" 23 177-
Sino(S) Rhizobium(R)

BR-4302(R) 4 4 2 2 1 0 0 Y*=10,17-0,17x 0,92"" 8.8 179

BR-3452(R) 2 2 2 2 1 0 0 Y'=0,0009+936e-166* 0,997 289 300

BR-3614(R) 3 3 2 1 1 0 0 Y*=10,33-0,17x 0,95 92 186

BR-4301(R) 3 3 2 2 v 0 0 Y*=9,92-0,024x"° 0,94 13,9 239

BR-3460(R) 2 2 2 2 1 0 0 Y'=0,0009+936e-166* 0,99 289 300

BR-817(S) 3 3 3 2 10 0 InY=4,61-4,35¢-055" 0,97 189 253

BR-6806(S) 3 3 3 2 10 0 0  InY=4,61-4,35¢-05x" 0,99 189 253

(WPadrio de crescimento do rizobio na concentragdo maxima tolerada (CMT) a cadmio.

alcalinizacdo do meio por Azorhizobium. Ja a maior
tolerancia de Bradyrhizobium que Rhizobium,
Mesorhizobium e Sinorhizobium, pode ser atribuida
a produgio de EPS associada a sua capacidade de
alcalinizar o meio.

Conclusoes

1. A estirpe BR-4406 ¢ os isolados de solo conta-
minado UFLA-01-457 ¢ UFLA-01-473, pertencen-
tes a Bradyrhizobium, e os isolados de hospedeiros
de Enterolobium sdo os mais tolerantes a Zn,
Cue Cd.

2. Nao ha influéncia da subfamilia ¢ dos locais de
origem na concentracdo maxima de metais tolerada
(CMT) pelas estirpes estudadas; porém ha influén-
cia nos padrdes de crescimento nas CMTs.

3. A ordem de toxicidade dos metais para o rizobio
¢ Cu>Cd>Zn, ¢ as concentragdes maximas toleradas
sdo de 60 mg L1, 60 mg L-! ¢ 800 mg L, respecti-
vamente.

4. A ordem de tolerancia aos metais pesados, con-
siderando-se as concentracdes maximas toleradas, é
Bradyrhizobium > Rhizobium = Mesorhizobium =
Sinorhizobium > Azorhizobium.

5. As doses toxicas dos metais pesados para re-
dugio de crescimento em 25% (DT,s) € 50% (DTs0)
sao uteis para diferenciarem algumas estirpes/isola-
dos de um mesmo género, que atingiram a mesma
concentragdo maxima tolerada a Zn, Cu e Cd.
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