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Resumo:

O cobre € um micronutriente que esta presente naturalmente no solo, porém, em casos de desequilibrio
nos quais o solo apresenta elevadas concentragcdes de cobre, os efeitos sobre as diversas formas de vida
seguem uma tendéncia negativa, causando poluicio dos ecossistemas. Areas de vitivinicultura e de
mineracdo s30 potenciais propagadoras de cobre no solo, podendo ser precursoras de graves
complicacdes a salde dos seres humanos. O uso de microrganismos no tratamento de solos
contaminados por metais pesados através da biorremediacdo, principamente com bactérias, tem se
destacado em relagcdo a outros métodos tradicionais, uma vez que tais microrganiSmos apresentam maior
resisténcia a esses metais, 0 que proporciona o0 seu crescimento e desenvolvimento em meios que contém
elevada concentragcdo desses poluentes. Pelo exposto anteriormente, o presente trabalho tem como
objetivo testar a resisténcia ao cobre de diferentes estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio, com
intuito de utilizé-las, posteriormente, na biorremediacdo de solos contaminados com o metal. Foram
utilizadas estirpes das bactérias Mesorhizobium loti (SEMIA 806), Sinorhizobium meliloti (SEMIA 134-
135) e de Bradyrhizobium spp. (SEMIA 5079-5080, SEMIA 6156-6158). As bactérias foram inoculadas
em placas de Petri com meio Agar Nutriente acrescido de 150, 200, 300 e 400 mg.L-1 de cobre
(CuS045H20) e incubadas a 30° C, por 96 h. Decorrido o periodo de incubacdo, a Bradyrhizobium
japonicum, apresentou crescimento em todas as concentragdes de cobre testadas, mostrando-se apta a ser
testada como agente de biorremediacdo. Com 0 uso desta bactéria, poderemos ter a diminuicdo de metais
pesados do solo, a0 mesmo tempo em que ela auxilia na fixac&o do nitrogénio e no desenvolvimento das
plantas simbidticas.

Palavras-chave: Rizobio; cobre; biorremediacéo; tolerancia.

M odalidade de Participacdo: Iniciacdo Cientifica

SELECAO DE ESTIRPESDE RIZOBIOSRESISTENTESAO COBRE COM POTENCIAL PARA
APLICACAO EM BIORREMEDIACAO

1 Aluno de graduacdo. reodacham@gmail.com. Autor principal
2 Técnico Administrativo em Educacdo. rutiroll @gmail.com. Orientador

Anais do 9° SALAO INTERNACIONAL DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - SIEPE
Universidade Federal do Pampa | Santana do Livramento, 21 a 23 de novembro de 2017



0 conhecimento

(] s P
7 c L 21a 23 de novembro de 2017
£ 5 _ val a8 ] em d as Fronteira da Paz
s 3 Universidade Federal do Pampa
3 Campus Santana do Liviamento

oS0 ATEUCOMDE, LT o= fronteiras

SELEGAO DE ESTIRPES DE RIZOBIOS RESISTENTES AO COBRE COM
POTENCIAL PARA APLICAGAO EM BIORREMEDIAGAO

1. INTRODUGAO

O cobre € um micronutriente que esta presente naturalmente no solo, porém,
em casos de desequilibrio nos quais o solo apresenta elevadas concentracdes de
cobre, os efeitos sobre as diversas formas de vida seguem uma tendéncia negativa,
causando poluicdo dos ecossistemas. Areas de vitivinicultura e de mineracdo sdo
potenciais propagadoras de cobre no solo, podendo ser precursoras de graves
complicagdes a saude dos seres humanos. Além disso, ha também a probabilidade
da contaminagao de areas adjacentes. No entanto, para plantas, fungos e bactérias,
altas concentracbes de cobre promovem uma pressao de selecdo, mantendo
somente os organismos resistentes nesse local contaminado. Essa pressdo de
selecdo pode ser utilizada para selecionar organismos resistentes a essas
condicbes e testa-los posteriormente quanto ao seu potencial uso para a
biorremediacdo (ANDREAZZA, 2009).

O uso de microrganismos no tratamento de solos contaminados por metais
pesados através da biorremediagdo, principalmente com bactérias, tem se
destacado em relagcdo a outros meétodos tradicionais, uma vez que tais
microrganismos apresentam maior resisténcia a esses metais, o que proporciona o
seu crescimento e desenvolvimento em meios que contém elevada concentracao
desses poluentes. As células procariéticas possuem mecanismos que permitem a
homeostase do cobre, conferindo maior tolerancia se expostas a elevadas
concentracdées do metal no meio. Essas bactérias que podem desenvolver varios
mecanismos de resisténcia de detoxificagdo, podem vir a ser uteis quando testadas
em espécies vegetais que crescem em areas contaminadas com cobre (REIS, 2013;
ANDREAZZA, 2009).

Bactérias do solo, como Rhizobium e Bradyrhizobium, sao conhecidas por
sua acgao fixadora de nitrogénio no solo, apés a formacao de nddulos em raizes de
plantas leguminosas. Essa caracteristica, por sua vez, as torna alvos de interesse
para experimentos visando a biorremediacdo de solos contaminados com metais
pesados, em associagao com a producao de espécies vegetais (VIEIRA et al, 2016).

Com base no exposto acima, o presente trabalho tem como obijetivo testar a
resisténcia ao cobre de diferentes estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio, com
intuito de utiliza-las, posteriormente, na biorremediagao de solos contaminados com
0 metal.



2. METODOLOGIA

As estirpes de bactérias foram obtidas do Laboratério de Microbiologia da
UNIPAMPA - Sao Gabriel. Foram realizadas diluicdes seriadas das amostras de
turfas de Mesorhizobium loti (SEMIA 806), Sinorhizobium meliloti (SEMIA 134-135)
e de Bradyrhizobium spp. (SEMIA 5079-5080, SEMIA 6156-6158). As diluigdes
1:1000 respectivas de cada bactéria foram inoculadas em placas de Petri com meio
Agar Nutriente acrescido de 150, 200, 300 e 400 mg.L™" de cobre (CuSO,.5H,0) e
incubadas a 30° C, por 96 h, sendo observado o crescimento bacteriano a cada 24
h. Todas as amostras foram testadas em triplicata, tendo meio sem adicdo de cobre
como controle positivo para cada um dos isolados. A avaliagdo qualitativa do
crescimento das bactérias em diferentes concentragcbes de cobre foi realizada por
meio de contagem em placa (MARTENSSON, 1992).

Estirpes pertencentes ao género Bradyrhizobium testadas anteriormente
cresceram em um meio nutritivo adicionado de 60 mg.L"' de cobre, indicando
possivel tolerancia a maiores concentra¢cdes (MATSUDA et al, 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios estudos ja relataram as diferengas na tolerancia a metais entre os
rizobios (BORGES & WOLLUM, 1980, 1981; KINKLE et al, 1987; ANGLE et al,
1993) e a possibilidade disso estar associado a densa capsula polissacaridica ao
redor das células, especialmente de Bradyrhizobium, que retém os metais,
impedindo que sejam absorvidos (ANGLE et al, 1993). Além disso, Bradyrhizobium
causa reacao alcalina no meio, o que pode reduzir a solubilidade e atividade dos
metais (ALEXANDER, 1977). Por tudo isso, pode-se inferir que a maior tolerancia
de Bradyrhizobium, quando comparada aos demais rizébios (Rhizobium,
Mesorhizobium e Sinorhizobium), pode ser atribuida a produgao de EPS associada
a sua capacidade de alcalinizar o meio.

Contrariando estudos anteriores, os quais referem-se ao crescimento de
Bradyrhizobium como lento (BORGES & WOLLUM, 1980, 1981; KINKLE et al, 1987,
ANGLE et al, 1993), a Bradyrhizobium japonicum, em decorridas 24h de incubacéo,
ja apresentava crescimento em todas as concentragdes de cobre testadas: 150
mg.L™", 200 mg.L™" , 300 mg.L" e 400 mg.L" (Tabela 1). Ao término do periodo de
incubacado e observagao do crescimento, apenas a SEMIA 5079-5080 apresentou
resisténcia a todas as concentragbes de cobre (Figura 1), enquanto as demais nao
apresentaram resisténcia a nenhuma das concentracoes.

De acordo com o mostrado abaixo, a SEMIA 5079-5080, utilizada
amplamente em lavouras de soja, mostra-se apta a ser testada como agente de
biorremediacao.



Tabela 1. Crescimento das estirpes de rizébios em meio Agar Nutriente adicionado
de cobre, a 30° C.

Tempo de crescimento
Rizdébio Estirpe [JCumg.L"
24h 48h 72h 96h
Bradyrhizobium | SEMIA 150 + + + +
Japonicum 5079-5080 200
300
400
Bradyrhizobium | SEMIA 150 - - - -
sp. 6156-6158 200
300
400
Sinorhizobium SEMIA 150 - - - -
sp. 134-135 200
300
400
Mesorhizobium | SEMIA 806 150 - - - -
loti 200
300
400

Figura 1. Crescimento da SEMIA 5079-5080 (Bradyrhizobium japonicum) em meio
adicionado de 150 mg.L™" (A), 200 mg.L™" (B) e 400 mg.L" (C) de Cu, apos 96 h.

Segundo Cerezini et al (2015), diferentes estirpes de Bradyrhizobium
apresentam diferencas quanto a competitividade e eficiéncia da FBN sob condigbes
adversas. Isto ocorre devido a mutagdes espontaneas nas estirpes, que fazem com
que apresentem alteracbes de importantes caracteristicas simbidticas, como
infectividade, eficiéncia e potencial de competicdo (CARVALHO et al, 2005).



Uma limitacdo do uso de métodos in vitro € que as concentragcdes dos ions
metalicos livres e, consequentemente, suas atividades reais, ndo sdo conhecidas
(ANGLE & CHANEY, 1989). Além disso, alguns metais, como Cu, Pb e Ni, sao,
geralmente, menos toxicos quando complexados com compostos organicos do que
em forma livre (BABICH & STOTZKY, 1980, 1983; MATSUDA et al, 2002), por isso
faz-se necessario testes in vivo, para corroborar tais resultados.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A capacidade de associagao simbidtica com plantas leguminosas que os
rizobios possuem, pode ser explorada com finalidades relacionadas a
biorremediacdo. Com o uso destas bactérias, poderemos ter a diminuicado de metais
pesados do solo, ao mesmo tempo em que elas auxiliam na fixagao do nitrogénio e
no desenvolvimento das plantas simbidticas.
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