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APRESENTACAO

J4 h4 muitos anos os pesquisadores, estudiosos e principalmente
professores e alunos brasileiros, na drea de microbiologia do solo, vém sentindo
falta de um texto em portugués que seja atualizado e que traga alguma contribui-
¢do de dados de pesquisa obtidos em condigoes brasileiras.

Todo o ensino era baseado em livros estrangeiros com apresenta-
cdo de resultados obtidos essencialmente em condigGes de clima temperado, ou
seja, europeus e americanos. Além dessa deficiéncia existe a consideragio de que
nem todos os estudantes brasileiros conseguem ler textos escritos em outras
linguas com a mesma facilidade com que léem textos cientificos em portugués.

Em vista de toda essa problemdtica, a Sociedade Brasileira de
Ciéncia do Solo, por intermédio das coordenadoras deste livro, levou a frente a
idéia de se produzir um livro nacional de microbiologia do solo, com a contribuigao
do maior ntimero possivel de cientistas e professores do nosso pais. E é ao esforgo
conjunto de todo esse grupo de pesquisadores que se deve hoje a possibilidade de
apresentarmos esse livro ao pablico. Acreditamos que com ele esteja sendo
preenchida uma lacuna da ciéncia em nosso pais. Embora se tenha procurado
produzir um livro puramente did4tico e de pés-graduagio, é possfvel que os
resultados, gréficos e ilustragdes, bem como alguma problem4tica nele debatida,
venham a inspirar os proprios pesquisadores a encontrar solugbes novas para
problemas dessa 4rea.

O conteiido deste livro procura refletir a énfase que vem sendo
colocada pelos nossos pesquisadores nos diferentes temas que compSem a micro-
biologia do solo: primeiramente uma apresentagio sucinta dos grupos de micror-
ganismos a serem estudados, de sua fisiologia e ecologia. Seguem-se, entdo, os
ciclos do carbono, do nitrogénio (com maior detalhamento da fixagéo bioldgica do
nitrogénio), do fésforo, do enxofre e dos outros nutrientes vegetais, além da
microbiologia dos defensivos agricolas. Sio ainda inclufdos os aspectos mais
importantes das microrrizas. Sempre que possivel, procurou-se um especialista
na drea para escrever determinado capitulo.

Queremos expressar os nossos sinceros agradecimentos a todos os
colegas que, de uma maneira ou de outra, contribufram para a realizagio desta
obra. Ainda, o nosso profundo reconhecimento pelo esforgo da SBCS, na pessoa de
A. C. MONIZ, Editor-responsdvel da Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, pelo
apoio prestado para a sua finalizagio.

Campinas, 01/01/1992
E.J.B.N. Cardoso S.M. Tsai M.C.P. Neves



- OS COMPONENTES DA COMUNIDADE
MICROBIANA DO SOLO -

Edgar M. Brandao‘?

Lo INTRODUGAO

No universo dos microrganismos séo classificados quétro grupos
distintos: bactérias, fungos, algas e protozodrios. Os virus, também encontrados
no sole, nio sdoconsideradosneste esquema que se baseia na organizagéo celular.

Inicialmente, algas, fungos e bactérias foram classificados como
pertencentes ao Reino Vegetal e os protozodrios, ao Reino Animal. Em 1866,
Ernest H. Haeckel, na Alemanha, propds que os microrganismos deveriam ser
classificados em um terceiro reino, ¢ qual foi denominado Protista. Essa classifi-
cagdo toma como base a organizagao simplificada e a auséncia de tecido verdadeiro
nestes organismos. Entretanto, a proposicdo de Haeckel foi muito contestada e,
apenas a partir de 1950, com a utilizagdo da microscopia eletrdnica e os avangos
na bioquimica e biologia molecular, passou-se a aceitar os Protistas como um
terceiro reino entre os organismos vivos.

Uma vez pertencentes ao Reino Protista, os microrganismos foram
também divididos em dois tipos: procariéticos e eucariéticos. As bactérias, grupo
onde atualmente estéo inclufdas as cianobactérias (algas verde-azuladas) e acti-
nomicetos, constituem os organismos procariéticos, devido a sua organizacio
simplificada, podendo também serem denominados de protistas inferiores. Fun-
gos, algas e protozodrios apresentam uma orgdanizagio celular mais complexa, e
constituem, por sua vez, 0s organismos eucariéticos ou protistas superiores.

M Pepartamento de Solos, Geologia e Fertilizantes. ESALQ/USP. Caixa Postal 9, CEP 13400,
Piracicaba, SP. ’



2 EDGAR M. BRANDAO

; Em 1969, Whittaker (16) propbs um novo sistema de classificagio
baseado em trés diferentes niveis de organizagio celular e nas diferencas evolu-
Cionsdrias em relagdo aos principais modos de nutrigdo, a saber: fotossintese,
absorgdio e ingestdo. Os organismos procariéticos formam o reino Monera que é
constituido pelas bactérias e cianobactérias, cuja principal caracteristica é ndo
apresentarem nutrigio por ingestdo. Os organismos unicelulares eucari6ticos
formam o reino Protista, constituido pelas algas e protozo4rios, onde encontramos
o sistema nutritivo fotossintético paraas algas e o deingesto para os protozodrios.
Os organismos eucaridticos multicelulares formam os reinos Plantae, Animalia e
Fungi, este tltimo sendo constituido pelos fungos unicelulares e filamentosos
(Figura 1). ‘ . - o

Plantae . Fungi .- . Animalia

Bosidiomycota

’

Zygomycota

cesse?

Oomycotd
om®
Chy'riomyi:o

Sro
r-...

 Pyrrophy

Figura 1. Sistema de classifica¢éo dos cinco reinos de Whittaker (16).
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A CELULA PROCARIOTICA

. o ‘A denominagdo procarioto € deri'vada_ ‘do grego pro ,preculsof,
primitivo e karyon (carogo, semente, nacleo), identificando, desta forma, os orga-
nismos que apresentam nicleo primitivo (Figura 2).

Pareds celular

Membrana
citoplasmdtica

Material auclear

=R ih‘ouéﬁ

Material nuciear

Figura 2. Desenho esquematico de célula procariética representando umabacté-
ria em divisao celular. (11) )

: A célula procariética (4, 9, 13) é o tipo celular mais simples que se
conhece. Seu material genético, o cromossomo, que consiste de uma molécula de
fita dupla de DNA, estd em contato direto com o citoplasma formando um nacleo
difuso, nio apresentando membrana envoltéria. Essas células se reproduzem de
forma assexuada por fissdo bindria, originando, deste modo, duas células filhas
idénticas, as quais possuem uma cépia do material genético (DNA) da célula
parental, ’ : :

O envoltério celular das células pmwriéticés ¢ formado pela
membrana citoplasmdtica e pela parede celular. A membrana citoplasmatica é
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uma estrutura altamente:especializada, constituida de lipideos e proteinas, e que
atua como uma barreira fisica e funcional entre a célula e 0 ambiente externo.
Apresenta como propriedade principal a semipermeabilidade, atuando de forma
seletiva sobre!o movimento de pequenas moléculas e fons para dentro e fora da
célula. :

Algumas proteinas presentes na membrana citoplasmatica sio
responsdveis pelo transporte de elétrons e atuam na fosforilagéo oxidativa, con-
vertendo a energia oxidativa em energia quimica do ATP. A membrana plasmstica
dasbactérias fotossintetizantes apresenta clorofila e outros pigmentos captadores
de luz.

- A parede celular, porsua vez, localiza-se externamente & membra-
na plasmadtica, protegendo a célula de choques osmético e mecAnico além de
conferir rigidez e manter a forma celular. Existem difereng¢as fundamentais na
parede celular das bactérias e, com a utilizagiio da técnica de coloragdo de Gram
podemos distinguir dois principais grupos, do ponto de vista dessas diferengas:
gram-positivas e gram-negativas.. As bactérias gram-positivas possuem uma
parede celular mais éspessa e apresgitam baixos teores de lipideos, bem como
grandes quantidades de peptideoglicano, .
pela estrutura rigida da parede. “As bactérias gram-negativas, por sua vez,
apresentam parede celular mais delgada € menores, quantldad% de peptideogli-
cano. . ;

No citoplasma das células prowriéticas estd presente um grande
numero de elementos granulares denominados ribessomos. Estes so organelas.
complexas constituidas de moléculas de proteinas e dcido nucléico (RNA), forman-
do particulas esféricas responséveis pela sintese de proteinas.

A CELULA EUCARIOTICA

O prefixo grego eu significa "verdadeiro, tipico” sendo que, a
palav-ra eucariético (4, 9, 13) indica a existéncia de um ntcleo bem formado, ou
seja, a maior partede seu DNA est4 limitada por um envelope nuclear ou carioteca,
constituido por um par de membranas que formam ui compartimento denomi-
nado niicleo celular (Figura 3). As duas membranas formadoras do envelope
nuclear se fundem em alguns locais, formando aberturas que sio denominadas
poros nucleares, permitindo, dessa forma, a passagem de substancias entre o
nicleo e o citoplasma. Podemos observar, no interior de niicleo, o nucléolo, regisio
rica em dcido tibonucléico (RNA), que & o sitio responsdvel pela produgio dos
principais componentes dos ribossomos. No nacleo também estdo presentes os
Cromossomos, cujo niimero e morfologla séo caracterlstlcos para cada espécie de
organismo.

im composto polimérico responsdvel

0S COMPONENTES DA COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO.

Figura 3. Desenho esquemaitico de uma célula eucariética (12).

O citoplasma das células eucariéticas apresenta-se altamente
organizado em pequenos compartimentos limitados por membranas e denomina-
dos organelas citoplasmaticas, tais como: mitocondria, reticulo endoplasmdtico e

o aparelho de Golgi, cada qual possuindo uma fungfio especifica no metabolismo
celular.
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As mitocondrias sdo as organelas responsdveis pela produgdo da
maior parte da energia utilizdvel pela célula. Possuem dois sistemas de membra-
na, sendo uma externa lisa e uma interna, a qual possui dobramentos chamados
cristas. Internamente a mitocdndria é preenchida pela matriz que contém uma
misfura de enzimas diferentes entre as quais estdo as responsdveis pela oxidagdo
do piruvato e dcidos graxos e as enzimas envolvidas no ciclo de Krebs. As
mitocdndrias também possuem pequenas quantidades de DNA, RNA e ribosso-
mos.

O reticulo endoplasmadtico € constituido por um complexo de mem-
branas que formam canais denominados cisternas e sﬁo responséveis pelo trans-
armazenamento destes. O reticulo endopldsmatico & dividido em duas porgdes
funcionalmente distintas e estruturalmente intercomunicantes: o reticulo endo-
plasmadtico rugoso, que apresenta sua membrana externa recoberta por ribosso-
mos, e o reticulo endoplasmadtico liso, que ndo apresenta esta caracterfstica e cuja
principal fun¢io é a biossintese de lipideos. Os ribossomos, por sua vez, sio
responsdveis pela biossintese de proteinas.

O aparelho de Golgi é constituido por um conjunto de vesiculas
achatadas, cada uma envolvida por uma Gnica membrana. Ocorrem também
vesiculas esféricas menores, proximas as extremidades das vesiculas maiores,
devido a um estrangulamento das mesmas. Sua principal fun¢io &€ "armazenar”
os produtos celulares do reticulo endoplasméticoem vesiculas secretoras, liberan-
do-os ao exterior da célula, processo esse denominado exocitose.

BACTERIAS

As bactérias do solo formam o grupo de microrganismos que
apresenta maior abundancia e diversidade entre as espécies. A comunidade
bacteriana é estimada em cerca de 10° a 10° organismos por grama de solo,
variando de acordo com o método de contagem utilizado e com o tipo e manejo do
solo (1).

Fste grupo apresenta uma elevada taxa de crescimento e alta
capacidade de decomposig¢ao dos diferentes substratos contidos no solo, exercendo
um importante papel na decomposigic da matéria orgénica e na ciclagem dos
elementos. No solo, também estéo presentes bactérias fotossintetizantes, respon-
s4veis pela produgdo de matéria orgénica através da utilizagdo de energia lumi-
nosa. As bactérias diazotréficas apresentam a capacidade de fixar o nitrogénio
molecular (N2) presente na atmosfera. Com um nuero de espécies relativamente
pequeno, porém apresentando uma grande importéncia agronémica, encontramos
as bactérias quimiolitotréficas capazes ndo sé de oxidar compostos minerais de
nitrogénio e enxofre como também de fixar COg, obtendo dessa forma, energia e
carbono necessdrios para seu desenvolvimento (ver Capitulo 2).

0S COMPONENTES DA COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO. 7

- As bactérias apresentam tamanho reduzido (cerca de 0,5-1,0 um
X 1 0-2,0 pm) e as células individuais podem apresentar-se, basicamente, de trés
formas: células esféricas ou elipticas (cocos), cilindricas ou em bastonetes e
espiraladas ou helicoidais. Os cocos podem formar agregados multicelulares
apresentando diferentes tipos de arranjos que sdo determinadgs pelos planos de
diviséo sucessivos, os quais ocorrem devido ao processo de reprodugiio das bacté-
rias denominado fissdo bindria (Figura 4).

TIPOS DE ARRANJOS PLANOS DE DIVISAO

Diplacocos
oo
0—00—
— ¢
Esireptococos
0~ 00— 000 —~O0TO0000 q)

Estofilacocos

o—o0—F g | ¥

o~oo¥-@ S ‘é—

Figura 4. Tipos de arranjos e planos de divisao dos cocos bacterianos.

As células bastonetiformes ou espiraladas apresentam divisdo
celular unicamente no eixo perpendicular ao maior comprimento, podendo apenas
formar cadeias de células.A fissdo bindria é o0 método mais comum de divisdo
celular porém algumas células podem se reproduzir por brotamento. Os actinomi-
cetos, por sua vez, podem apresentar trés tipos de reprodugéo: a) por fragmentagéo
do micélio, b) por produgio de conidios isolados ou formando cadeias e ¢) por fissédo:
do dpice das hifas.

: Algumas bactérias nao apresentam motilidade, enquanto que
outras sdo méveis devido aos flagelo's que podem estar presentes em ntmero de
um ou mais, na extremidade da celula {polares) ou distribuidos ao redor da mesma:
(perltnqueos)
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o Z i 4b ; Bactérias:também podem apresentar pilis ou fimbrias em torno
da parede,oelular, responsdveis pela capacidade de adesao em certos substratos
ou, ainda;:pela tranferéncia de material genétlco durante o processo de conjuga-

gdio. -

. As bactérias dos géneros Baczllus e Clostndtum entre outras,

possuém a capacidade de formar endosporos, os quais sfo ésporos de resistdncia
que aparecem em culturas mais velhas, 3s vezes quando as condigpes ambientes
se tornam desfavordveis para o seu desenvolvimento. Os endosporos formados nio
apresentam fungio reprodutiva, mas apenas de sobrevivéncia, e possuem a
caracteristica de serem altamente refringentes; devido ao seu baixo teor de dgua,
com resisténcia ao dessecamento e ao calor. Na formacio dos endosporos ocorre
uma redugdo no metabollsmo celular.

A utlllzagao exclusiva das diferencas morfologwas para a classifi-
cagéo das bactérias néo é suficiente (8). O uso de técnicas de coloragio diferenciais
e a realizagdo de uma série de testes bioquimicos, aliados atualmente & utilizacio
de técnicas sorolégicas, homologia na composigéo das bases de DNA, bem como da
taxonomia numérica, fornecem dados suficientes para a classificagio em género
e espécie conforme descrito no "Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey”
(7). Os testes bioquimicos consistem na avaliagio da capacidade de utilizagdo de
vérios carboidratos e outros compostos orgénicos, bem como dos produtos da
decomposicso, tais como produgdo de gases e desenvolvimento de acidez metabé-
lica. O Manual de Bergey nio apresenta uma hierarquia bacteriana, uma vez que,
na maioria dos casos, ndb existem informagdes suficientes que reflitam relagdes
evolutivas.

Os principais géneros de bactérias que apresentam fungdes impor-
tantes no solo serio apresentados neste livro &8 medida que forem sendo discutidos
os diferentes aspectos da Microbiologia do Solo.

INFLUENCIA AMBIENTAL

Em um ambiente tio complexo quanto o solo onde fatores quimicos
e fisicos interagem continuamente, influenciando as condigbes de umidade, tem-
peratura, reagio do solo, aeracgdo, etc, podemos perceber que a comunidade
bacteriana presente & regida fortemente por estas, afetando sobremaneira a
composigio microbiana tanto qualitativa quanto quantitativamente (1, 5).

Por ser o maior componente protoplasmatico de um organismo
vivo, a-dgua deve estar presente em-quantidades adequadas:para assegurar um
bom desenvolvimento. O teor de umidade de. um solo é responsdvel pelas-modifi-
cagoes-das trocas gasosas e, ao mesmo. tempo, pelo transporte dos nutrientes
utilizados pelos microrganismos para o seu crescimento. Para as bactérias aeré-

0S COMPONENTES DA COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO. 9

bias, a umidade ideal encontra-se na faixa de 50-70% da capacidade de retengsio
de dgua do solo. Em solos hidromérficos, ou seja, solos que sfo submetidos a
condigdes de encharcamento tempordrio ou permanente, ocorrem modificagdes
quimicas e fisicas que atuam profundamente no equilibrio microbiolégico.

A temperatura do solo, por sua vez, depende de fatores como
cobertura vegetal, tipo de solo, umidade, etc., tratando-se de uma relagsio entre a
energia calorifica absorvida e perdida pelo solo. Existem temperaturas maximas
e minimas que determinam as atividades bioquimicas e as taxas de crescimento
dos microrganismos. Ocorrem também variagbes didrias, sazonais e de acordo com
a profun'didade, sendo que, nos horizontos superﬁciais ou seja, nas dreas onde

Outro fator importante séo os valores extremos de pH; considera-
dos desfavardveis para o crescimento dos microrganismos, nio apenas pelo efeito
direto da elevada concentragio de jons H* ou OH', mas também pela influéncia
indireta na disponibilidade de nutrientes e na penetragfio, no interior das células
microbianas, de compostos tdxicos presentes no meio.

FUNGOS

Os fungos (3, 11, 15) sdo classificados como protistas superiores
pois sdo constituidos por células eucariéticas. Podem ser unicelulares como as
leveduras, ou pluricelulares, ditos fungos filamentosos. Os fungos possuem for-
magbes denominadas hifas, que sao filamentos tubulares ramificados com cerca
de 3-10 pm de didmetro. O conjunto de hifas ramificadas que d4 um aspecto de
algoedéo ao organismo é denominado miceélio. As hifas apresentam parede celular
rigida, constituida principalmente por quitina, podendo também apresentar celu-
lose em sua constituigéo. As hifas podem ou nio apresentar septos resultantes de
invaginagGes da parede celular que, porém, nio individualizam a célula, permi-
tindo que o citoplasma e os nicleos possam migrar de um compartimento para o
outro, sendo por isso denominadas cenociticas.

Todos os fungos sdo aclorofilados e, portanto,quimiorganotréficos,
obtendo o carbono para a sintese celular de matéria orgénica pré-formada. Grande
parte dos fungos produz esporos, tanto de forma assexual, como de forma sexual.

Os fungos sao encontrados no solo com comunidades variando de
10* a 10° organismos por grama de solo (1). Sdo predominantes em solos dcidas,
onde sofrem menor competicio, pois as bactérias e actinomicetos sio favorecidos
por valores de pH na regifo alcalina e neutra. Os fungos podem ser encontrados
em solos com pH de 3,0 a 9,0, porém o valor étimo é varidvel com a espécie.

A umidade do solo ideal para o desenvolvimento desses organis-
mos esté localizada entre 60-70% da capacidade de retengéo de dgua de um solo.
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24 . - - Em geral, os fungos sdo aerdbios, porém apresentam resisténciaa
altasipressoes de CO2, podendo se desenvolver em regides mais profundas do solo.
Quanto & temperatura, podem ser encontrados em uma ampla faixa, entretanto
no solo predominam espécies meséfilas.

As principais fungdes dos fungos no solo sao apresentadas nos
capitulos referentes & Ecologia Microbiana e Micorrizas.(6)

A classificagho taxondmica (15) dos fungos toma por base as
caracteristicas dos esporos sexuais ou assexuais formados durante o ciclo vital.
No solo, podemos encontrar os fungos mais simples (mucilaginosos) que apresen-
tam suas estruturas soméaticas desprovidas de parede celular e séo pertencentes
a divisdo Mixomycota. Os fungos verdadeiros sdo aqueles que apresentam parede
celular em todas as suas estruturas e pertencem a divisdo Eumycota (Quadro 1).

Quadro 1. Classificagio taxondmica dos fungos pertencentes 2 divisio Eumycota

Caracteristica do micélio

Sub-divisio Classe e tipo de esporos
Mastiédmycotina Chytridiomycetes ' ndo septado, diplide
. Qomycetes o§sporo
Zijgomycotina Zygomycetes nio septado, hapidide
. esporangiésporo
Ascomycotina Ascomycetes septado, haplSide
ascésporos
Basidiomycotina Hymenomycetes septado, dicariftico
Gasteromycetes (par de micleos hapi6ides)

basidiésporos

septado, hapldide
esporos assexuais (conidios)

Deuteromyco tina(!) Deuteromycetes

(1) Também chamado Fungi Imperfecti.

ALGAS

As algas ocorrem em maior niimero na superficie do solo (0-6 cm)
podendo também ser encontradas nos horizontes mais profundos. Normalmente
estdo na faixa de 10° a 10* organismos por grama de solo podendo atingir, em
condigBes dealta umidade ou em dreas de deserto, cerca de 10° organismos por
grama de solo.

0 estudo taxondmico das algasdo solo apresenta um agrupamento
desses organismos em quatro divises: Chlorophycophyta (algas verdes), Chry-
sophycophyta (algas diatoméceas), Euglenophycophyta (euglenéides), e Rhodop-
hycophyta (algas vermelhas), sendo que no solo, as algas verdes e diatomdceas

o e v A
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sfio encontradas em maior niimero. Alguns autores consideram mais uma divisio
denominada Chyanochloronta (algas verde-azuladas), porém estas atualmente
estdo sendo reconhecidas como bactérias verde-azuladas ou Cianobactérias (10).

A maioria das algas sdo fotolitotréficas e utilizam a radiagfio solar
como fonte de energia produzindo seus compostos orgénicos a partir de precurso-
res inorgAnicos. Algumas-algas, no entanto, podem ser denominadas fotolitotrofi-
cas facultativas, ou seja, possuem a capacidade de utilizar acgiicares ou 4cidos
orgAnicos na auséncia de luz, comportando-se como organismos quimiorganotrs-
ficos (10, 13). : s .

As algas contribuem para a formagdo e para a integridade dos
solos. Sdo os primeiros organismos colonizadores dos substratos expéstos recen-
temente a biosfera, incluindo solos formados por erupgées vulcinicas e dreas de
mineracdo, onde a maioria dos microrganismos ndo consegue se desenvolver. As
algas promovem a intemperizag¢io de minerais silicatados, através de uma maior
retengdo de dgua e produgéo de dcido carbdnico. - L

As primeiras contribui¢des decorrentes dapresenca de uma popu-
laggo de algas em um solo sdo: incorporagdo de carbono (producdo de matéria
orgAnica), através da fotossintese e estabilizagio dos agregados do solo. :

PROTOZOARIOS

. . Os protozodrios sdo protistas superiores, unicelulares, cujo tama-
nho pode variar de alguns micrdmetros até um ou mais centimetros. Ndo apre-
sentam parede celular e sdo desprovidos de clorofila, porém algumas éspécies
possuem cromatéforos que sio corpiisculos portadores de pigmentos responséveis
pela fotossintese. Existem protozodrios de vida livre e aqueles que apresentam
associagbes com outros organismos, os quais sdo denominados simbiontes. O ciclo
de vida de um protozodrio é constituido por uma fase ativa e uma fase de
dorméncia ou estdgio de cisto. O encistamento ocorre quando as condigbes ambien-
tessdo desfavordveis para a sua sobrevivéncia, podendo persistir por muitosanos.

. Os protozodrios apresentam reprodugéio assexual através de fissdo
bindria no sentidolongitudinal ou transversal, porém alguns podem se reproduzir
sexualmente, pela unido de dois gametas.

De acordo com a forma de locomog#io, os protozodrios do solo podem
ser divididos em: a) Mastigophora - através de um ou mais flagelos, b) Sarcodina
(podem ser denominados de rizépodos ou amebas) - através de organelas tempo-
rérias denominadas pseudépodos, ¢) Ciliata - através de cilios curtos ao redor da
célula.

Os flagelados formam o grupo de protozodrios encontrados no solo
em maior namero, possuem tamanho reduzido com comprimento variando entre
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5 a 20 um, e podem possuir de um a quatro flagelos, sendo que, ocasionalmente,
algumas espécies apresentam mais de quatro flagelos.

: Entre os protozodrios, podemos encontrar trés diferentes mecanis-
mos para obtengdo de nutrientes. Algumas espécies sdo fotolitotroficas, pois sdo
capazes de sintetizar compostos orgénicos através da fotossintese. Outras sdo
guimiorganotréficas, pois requerem substéncias orginicas pré-formadas presen-
tes no ambiente. Os quimiorganotréficos podem ser sapréfitas, obtendo seus
nutrientes por absorcio, ou holozéicos, através da ingestdo de microrganismos ou
particulas de alimentos (fagocitose). O alimento é digerido no vactolo e a fragédo
nso digerida é devolvida ao ambiente.

Acredita-se que os protozodrios representam um fator importante
110 controle do tamanho das populagGes bacterianas no solo. Existe, porém, uma
certa preferéncia por bactérias gram-negativas, principalmente as que néo pos-
suam pigmentagio propria. Bactérias dos géneros Enterobacter, Agrobacterium,
Bacillus, Escherichia e Pseudomonas sdo as mais predadas.

As populagbes de protozodrios no sole podem variar entre 10t a
10° organismos por grama de solo. O método mais utilizado para este levantamen-
to é o da diluigfo a extingdo e contagem pelo nimero mais provédvel (NMP). Para.
a enumeragdo e isolamento de protozodrios do solo, é muito utilizada a técnica de
enriquecimento em meio liquido ou sélido de extrato de solo inoculade com
bactérias (1).

As populagbes de protozodrios, tanto saprofiticos, como predado-
res, sfo maiores na superficie do solo, uma vez que ¢ nessa faixa que encontram
maiores teores de matéria orgénica, condigfio necesséria para que ocorram maio-
res 'populago&s bacterianas. Teores elevados de umidade favorecem os protozo4-
rios flagelados e ciliados. Os protozodrios séo aerébios e podem ser encontrados
em faixas de pH que variam de 3,5 a 9,0.

viRUS

Os virus séo particulas infecciosas submlcrosooplws, constituidas
de uma molécula de 4cido nucléico (DNA ou RNA), circundado por uma capa
protéica denominada capsideo. O capsideo apresenta subunidades protéicas, os
capsdmeros, 0s quais sdo responsaveis pela especificidade viral.

Os virus requerem a presenca de uma célula hospedeira ativa
metabolicamente, para que ocorra a sua multiplicagdo através das informagdes
genéticas fornecidas pelo seu scido nucléico.

Pelo fato de existir uma especificidade na relagédo virus-hospedei-
ro, a solo participa como um disseminador de viroses de plantas, uma vez que os
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fitovirus podem ser adsorvidos pelas particulas coloidais do solo, ficando assim
protegidos da degradacio enzimética e mantendosua infectividade (2). A presenca
no-solo de nematodides e fungos também auxilia na transmisséo dos fitovirus (14).

Outros tipos de virus presentes no solo sao dehominados bacterié-
fagos, os quais sdo virus que utilizam células bacterianas como hospedeiras. No
solo, ja foram encontrados bacteriofagos especificos de Rhizobium, Enterobacter
Pseudomonas, Streptomyces, Azotobacter, Arthrobacter, etc.

Para a multiplicagio de um bacteriéfago, é necessario que ocorra
prlmelramente o processo de adsorgiio, onde a extremidade da cauda do virus se
une a parede celular bacteriana. Em seguida, apenas o dcido nucléico do fago é
injetado para dentro da célula hospedeira, enquanto que sua capa protéica
permanece no exterior. No interior da célula hospedeira, o dcido nucléico do fago
passa a controlar o metabolismo celular, de forma que a bactéria inicia a produgéo
de novos fagos.

Decorrido um certo periodo, os virus formados serdo liberados

" através de uma ruptura da parede celular bacteriana denominada lise, permitin-

do, dessa forma, a liberagéo de novos fagos capazes de infectar outras células
bacterianas sensiveis. Este processo, denominado de ciclo litico, ocorre apenas
quando uma bactéria suscetive] é infectada por um fago virulento.

- INFECTADA O~ Capa vazia do fago

~~ Fago vegefativo
— Profago

, = Cicto vital
REDUCAD A
oo E “erormes de bactéria

1 lisog@nica
Infecgdo litica I E]
(7 ”
_.‘., == A\ VIMENTO 3 -7
AT | L DESENVOLVINENTO ESPONTANED -
o Pe®- WU T e PROFAGOS

Figura 5 Ciclo de replicacao de um bacteriéfago (13).
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Quando uma célula bacteriana é infectada por um fago néo viru-
lento ndo ocorre lise da célula. Este fendmeno é denominado de lisogenia. O 4cido
nucléico injetado pelo fago néo promove a sintese de material féigico, mas liga-se
ao cromossomo bacteriano no estado de profago, passando a ser transmitido para
as células filhas no processo de reprodugio bacteriana. Sob certas condigdes
naturais ou induzidas, pode ser reiniciada a sintese de fagos e a lise bacteriana
(Figura 5).

Através de fagos lisogénicos pode ocorrer a transdugio genética de
certas bactérias. Outras maneiras de modificacbes genéticas em bactérias ocorrem
através dos processos de conjugagéo efou de transformagéo Qan.

gos e micifagos, virus que infectam clanobacténas e fungos, respectwamente.
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COMO 0S MICRORGANISMOS DO SOLO
OBTEM ENERGIA E NUTRIENTES

Maria Cristina P. Neves'?

INTRODUCAO

Todos os sistemas vivos requerem um suprimento de nutrientes e
energia em quantidade e forma adequadas. Deste modo, para se compreender a

‘fungéio dos diversos grupos de microrganismos no sistema solo-planta, bem como

sua capacidade de sobrevivéncia, & necessdrio conhecer a maneira como eles
satisfazem suas demandas de nutrientes e os mecanismos que desenvolveram
para capturar, conservar e transferir a energia requerida para as biossinteses.

CATEGORIAS NUTRICIONAIS

A classificagdo em autotréficos e heterotréficos, tradicionalmente
usada para caracterizar as categorias nutricionais dos seres vivos, é uma super
simplificagfo, principahnente quando usada para microrganismos, porque se
baseia no conceito de que os autotréficos, também chamados de litotréficos (lithos
= pedra; trophus = alimentagéo), sdo capazes de obter todo o carbono de que
necessitam para suassinteses a partir do COg, sendo inteiramente independentes
de compostos organicos pré-existentes, enquanto que os hetetréficos, também
chamados organotrdficos, obtém o carbono para suas biossinteses a partir de
outros compostos organicos. Hoje, entretanto, sdo conhecidos microrganismosque,
apesar de utilizarem compostos inorganicos, como principal fonte de energia, e

@ Centro Nacional de Pesquisa de Biologia do Solo - CNPBS/EMBRAPA, km 47 da antiga rodovia
Rio-Sao Paulo, CEP 23851 Seropédica, RJ.
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como fonte de carbono, requerem especificamente compostos orgdnicos, ou

mésmo algumas vitaminas para que possam € desenvolver (11, 15, 18).

Esta classificacdo tem sido amplamente usada no sentido restrito
de indicar a natureza da principal fonte de carbono para as biossinteses celulares,
juntamente com termos que descrevem a natureza da fonte de energia empregada.
Um grande grupo de microrganismos litotréficos obtém energia metabolicamente
atil a partir da luz (15,23). Estes microrganismos sio classificados como fotolito-
tréficos. H4, porém, microrganismos organotréficos que também séo capazes de
captar a energia luminosa, transformande-a em energia metabolicamente 1til,
sendo, porém, incapazes de assimilar o CO2.. Estes microrganismos sio ditos

fotorganotréficos.

A energia necessdria as biossinteses celulares pode também ser
obtida da oxidacdo de compostos inorganicos (enxofre elementar, fon amdnio e
ferro reduzido, por exemplo).-Se, entdo, o CO2 é a fonte de carbono, os microrga-
nismos sdo ditos quimiolitotréficos. No caso de usarem compostos organicos como
fonte de carbono sao, entéo, chamados quimiorganotréficos. Deste modo, 4 classes
sdo reconhecidas (Quadro 1), e o conceito de litotrofismo tem sido estendido aos
metilotrofos, porque estes organismos padem crescer usando compostos organicos
simples que contém apenas grupos metila porém sem nenhuma ligagéo covalente
carbono-carbono (12,26).

Quadro 1. Tipos de metabolismo

, Fonte de Fonte de Doadox de
Tipo energia carbono elétron Exemplo
Fotolitotrofia Luz CO, H,0 Plantas superiores, algas, cia-
Bies nobactérias
H,S, 8% H; Bactérias, Chlorobiaceae e
Chromatiaceae
Fotorganotrofia Luz Substincias Substincias Algumas algas, bactérias
h organicas organicas Rhodospirillaceae
Quimiotitotrofia Substancias €O, Substincias Nitrificadores, Thiobacillus
' minerais minerais
Quimiorga- Substdncias Substdncias Substincias  Animais, protozodrios, fungos,
notrofia organicas’ orginicas orginicas maioria das bactérias

Muitos microrganismos litotréficos também podem crescer usando
compostos orgAnicos como fonte de energia e de carbono esdo chamados lifotrdficos
facultativos. Qutros parecem ser litotréficos obrigatérios, como, por exemplo,
certas espécies de Thiobacillus e Nitrosomonas e algumas ciancbactérias. E
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possivel que o litotrofismo obrigatério seja uma decorréncia de problemas técnicos
de cultivo e ndo de uma inabilidade dos microrganismos de usarem compostos
organicos como fontes de carbono e energia (21). J4 se sabe que alguns microrga-
nismos litotrofos quando em presenga de glucose; crescem muito lentamente e
geram subprodutos téxicos que precisam ser removidos rapidamente para permi-
tir a continuidade do crescimento. Muitos quimiolitotréficos, entretanto, podem
crescer melhor em condigbes mixotréficas (compostos inorganicos como fonte de
energia e compostos orgdnicos como fonte adicional de carbono) do que em meio
inteiramente inorganico (21).

Muitas vezes a predominéncia de um tipo de nutrigsio depende da
disponibilidade de oxigénio no meio ambiente. As Rhodospirillaceae (bactérias
plrpuras sem enxofre) sfo fotorganotréficas, em condiges anaerdbias, e quimior-
ganotréficas, em aerobiose. Nestes microrganismos, tipicos de ambientes enchar-
cados, a presenga de oxigénio livre inibe a formagio do pigmento responssvel pela
captacdo da energia luminosa. Em condiges anaerébias, porém, os pigmentos sdo
produzidos, e 0s microrganismos passam a ser capazes de fotossintetizar, muito
embora continuem usando compostos orgdnicos como fonte de carbono. Sob
condigdes anaerdbias, estes organismos também podem crescer no escuro. Nestas
condigbes, a energia é obtida inteiramente do metabolismo fermentativo dos
carboidratos (24).

Os microrganismos quimiorganotréficos ou podem usar uma fonte
simplesde carbono (carboidrato), ou requerer compostos mais complexos (aminod-
cido, vitaminas, etc.), por serem incapazes de sintetiz4-los. Estes quimiorganétro-
ficos sdo ditos auxotréficos, enquanto que aqueles sem exigéncias nutricionais
complexas sdo chamados de prototroficos.

ENERGIA LUMINOSA

Microrganismos fotolitotréficos e fotorganotréficos utilizam a
energia radiante do sol, transformando-a em energia quimica metabolicamente
ttil (10). No caso dos fotolitotréficos, o processo € acoplado & redugdo do CO2 que
€ usado na produgiio dos diversos componentes celulares. O processo fotossintético
requer a produgao de pigmentos capazes de absorver a energia luminosa incidente.
As clorofilas sdo os principais pigmentos encontrados nas plantas superiores,
algas e cianobactérias e conferem a cor verde por absorverem o vermelho e o azul
e transmitirem o verde. As bactérias fotossintéticas tém bacterioclorofila, que
apresenta estrutura diferente daquela das clorofilas e com méximos de absor¢iio
de luz mais préximos da regiio do infravermelho. As bacterioclorofilas encontram-
se normalmente associadas a pigmentos acessérios, também ativos fotossinteti-
camente, e que s80 08 carotendides, as ficoeritrinas e ficocianinas. O conjunto das
bacterioclorofilas e pigmentos acessérios confere aos microrganismos coloragdes
purpareas, vermelhas, marrons e verde-azuladas.
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As bactérias fotolitotréficas reduzem o COgz através do ciclo de
Calvin(17), porém a natureza dos compostos redutores (doadores de elétrons)
varia entre os diferentes grupos de microrganismos (Quadro 2). Enquanto que
algas'e cianobactérias (semelhanga das plantas superiores) obtém o poder redutor
através da fotolise da 4gua, gerando H* que é usado nas redugées e produzindo
02 que ¢ liberado para o meio ambiente (8), as bactérias fotolitotréficas usam
compostos redutores, tais como o dcido sulfidrico, o tiossulfato ou o hidrogénio
molecular encontrados nos ambientes anaerébios onde vivem (pantanos, solos
encharcados como os sob cultura de arroz inundado, lagos ou mesmo enseadas e
mangues), ndo apresentando, portanto, evolugiio de Oz (fotossintese anoxigénica).

Quadro 2. Equagio geral da fixacio de CO, em algas e cianobactérias e em
bactérias fotossinté ticas

Algas e cianobactérias

H,0 + luz + Podﬂf;;g““’f +C0; > (CH,0)n + 1/20,

Bactérias fotossintéticas

H,S + luz + ATP

+ -
poder. redutor CO, > (CH;0)n +S

O processo fotossintético das bactérias se diferencia daquele das
plantas superiores, algas e cianobactérias (Quadro 3) por nio apresentar o
fotossistema II (fotofosforilacdo aciclica, 10). Durante a fotossintese bacteriana
sdo produzidos ATP (fotofosforilagio ciclica) e, através de uma série de reagoes, é

Quadie-3. Fotossintese bacteriana e fotossintese das plantas superiores, algas € cianobactérias

e . . eg Plantas superiores
Caracteristicas . Bactérias fotossintéticas algas e cianobactérias
1.Fonte de C CO, CO,

2. Fonte de energia luz luz

3. Doador de elétrons H, S, tiossulfato H,0

4. Pigmento . bacterioclorofila clorofila a, principalmente
5 Produ;;ao de Oy _ . nio sim-

6. Fo Q sfénlagao presente presente

7. Fotofosfonlaqao acfclica . ausente presente
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produzido também o NADPH32. As bactérias fotorganotréficas (entre elas as
Rhodospirillaceae) usam a luz como fonte de energia para producdo de ATP e
compostos orgdnicos como succinato, como doadores de elétrons, sendo que o CO2
nio se apresenta como a principal fonte de carbono para estes microrganismos
(11). No caso das bactérias que utilizam/st, como poder redutor, o enxofre
elementar produzido pode ser depositado no interior das células (na maioria das
Chromatiaceae) ou, entéo, liberado para o meio ambiente (Chlorobiaceas; 20,25).

ENERGIA DA OX[DA(;AO
DE COMPOSTOS INORGANICOS

Algumas espécies de bactérias do solo e de ambientes aqudticos
podem obter energia a partir da oxidagéo de compostos inorganicos num processo
acoplado & redugéo de CO2 (6). Para estes microrganismos quimiolitotréficos, a
redugiio de CO2 para a produgdo dos compostos celulares 6 um processo semelha.n-
te ao dos fotolitotréficos (11). Porém, a energia para a producgio de ATP é obtida
através da fosforilaghio oxidativa, e os redutores para a fixagio do COz so obtidos
junto a compostos redutores inorganicos (12).

-Vérias substéncias redutoras podem servir de doadores de elé-
trons e energia para os processos de sintese, cada uma gerando quantidades
distintas de energxa {(Quadro 4). :

Quadro 4. Energia liberdvel na oxidagio de compostos inorginicos

Reacio Energia libervel(') : pH
(kcal mol™)
NH,'+11/20, NO, +2H' +H,0 +66 7
NO, +1/20, NO; +18 7
H,S +1/20, S +H,0+50 7
S+11/2 0, +H,0 5047+ 20" + 140 7
Fe**+ H'+1/40, Fe®*+1/2 H,0 +17 2-3
H, +1/20, H,0 +57 7
CO+1/20, CO, +61 7

(1) Dados para Fe®" tirados de Lees et al. (16). Outros dados calculados a partir da energia livie de for-
magdo dos compostos segundo Brock (1).
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* COMPOSTOS NITROGENADOS

S " Ambnia e nitrito sao oxidados pelas bactérias nitrificadoras numa
séquéncia de reagdes cujo produto final é o nitrato (7). Espécies dos géneros
Nitrosomonas, Nitrosolobus, Nitrosospira e Nitrosovibrio oxidam a aménia até
nitrito, enquanto que espécies do género Nitrobacter oxidam nitrito a nitrato
(Capitulo 8).

As bactérias nitrificantes desempenham um papel importante no
solo, pois, ao oxidarem a amdnia liberada da matéria em decomposigao, promovem
a acidificacio do solo. Por outro lado; como o fori amdnio é mais facilmente fixado
nas argilas e substincias hmicas do solo, sua transformagfio em fon nitrato, que
é facilmente lixividvel do solo, promove extensas perdas de nitrogénio do sistema
solo-plantas, além das perdas de nitrato pelo processo de desnitrificagio. Deste
modo, o processo de nitrificagio pode contribuir para um menor aproveitamento
dos adubos nitrogenados pelas culturas, e vérios inibidores da nitrificagfio tém
sido estudados, entre eles, 0 N-serve (2 cloro (6 triclorometil) piridina) de acfio
especifica sobre ds cupro-proteinas responsdveis pela oxidaciio da aménia. Ha
também inibidores naturais, como o aminodcido metionina. .

COMPOSTOS REDUZIDOS DE ENXOFRE

Diversos compostos reduzidos de enxofre, tais como écido sulfi-
drico, enxofre elementar e tiossulfato, sio usados por bactérias quimiolitotréficas
(géneros Thiobacillus, Thiothrix e Beggiatoa), para promover a fosforilagfio oxida-
tiva, gerando ATP e redutores necessdrios & fixagfio do COz em um processo
fotossintético anoxigénico (Quadro 4). Os produtos formados sfio 0 enxofre elemen-
tar, que pode ser depositado no citoplasma ou excretado pela célula, e o cido
sulfiirico. Por essa razdo, € observada uma diminuigéo dréstica no pH do solo, que
pode chegar a valores préximos de 1, como consequéncia do metabolismo destes
microrganismos (Capitulo 22).

HIDROGENIO MOLECULAR

InGmeros microrganismos sio capazes de utilizar o hidrogénio
molecular, para obter energia e poder redutor necessdrios a redugiodo CO2, Estes
organismos sio todos quimiolitotréficos facultatives podendo usar tanto o hidro-
génio para obter energia e reduzir o COg, como compostos orgdnicos (11).

Atravésda acao da enzima hidrogenase, o hidrogénio é usado para
reduzir o NAD.a NADHz, enquanto que a oxidacgio do Ha, através da fosforilagio
oxidativa:gera ATP, usado para fixar 0 CO2 através da via redutora da pentos
fosfato (4). ‘
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Espécies de.microrganismos oxidantes de hidrogénio sso encon-
tradas nos géneros Hydrogenomonas, Micrococcus, Paracoccus, Alcaligenes,
Nocardia, Pseudomonas, Rhodopseudomonas, além de bactérias fixadoras de
nitrogénio dos géneros Rhizobium, Azospirillum e Azotobacter.

-+ .Alguns microrganismos (por exemplo: Methanobacterium ther-
moautotrophicum) sio capazes de produzir compostos orgfinicos, a partir de
carbono mais reduzido do que o CO2 (como por exemplo, 0 metano), usando o
hidrogénio molecular como redutor (Quadro 4). Estes microrganismos metanogé-
nicos s40 anaerdbios obrigatérios. O ciclo de Calvin nio é envolvido no mecanismo
de sfntese, de modo que os constituintes célulares sio produzidos a partu- da
sintese de novo de acetil coenzima A a partir do COz (4).

] OUTRAS OXIDACOES GERADORAS DE ENERGIA

A oxidagdo de ferro ferroso a ferro férrico também pode gerar
energia para promover a fosforilagsio oxidativa, porém, como a energia disponivel
€ pequena (4), uma grande quantidade de substrato precisa estar presente, de
modo ‘a’ permitir o crescimento dos ‘microrganisimos (Quadro.4). As battérias
oxidantes do ferro (Thiobacillus ferrooxidans) s6 sao encontradas em ambientes’
com baixos valores de pH, pois o fon ferroso é espontaneamente oxidads em
condi¢des neutras ou ligeiramente alcalinas(16).

Além do fon ferroso, também o monéxido de carbono pode ser
oxidado gerando energia para as reagdes de sintese dos microrganismos. As
bactérias do género Carboxidomonas promovem a oxidagio do monéxido de
carbono, gerando poder redutor e ATP e podem ser importantes na dasintoidcagéo
de ambientes poluidos. Sua importéncia, porém, ainda nio foi avaliada,

LIBERAGCAO DE ENERGIA EM SISTEMAS BIOLOGICOS

A energia acumulada nos compastos orgénicos produzidos pelos
microrganismos litotréficos, a partir da energia luminosa ou quimica ou entdo
obtida do meio ambiente pelos microrganismos organotréficos é convertida em
outras formas de energia, permitindo o desenvolvimento e a multiplica¢do das
células (8).

A liberagfio.da energia acumulada nos compostos organicos &
processada através de reagdes de 6xido-redugio, ou seja, o composto orgénico
energético se torna oxidado enquanto alguma outra substéncia se torna redu zida,
ocorrendo, assim, uma transferéncia de elétrons da substéncia doadora (que se
oxida), para a substéncia receptora (que se reduz).

Os microrganismos diferem quanto & nétureza do receptor final
de elétrons usado em suas reagdes de 6xido-redugdio (Figura 1). As reagbes de
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Composto orginico (doador de elétrons)

Receptores de elétrons
g
¢ RIS
0, NOj3, S04° . Composto"nrp’nieo
Respiragio : - Respiragio Fermentagio

_ angerdbica (auto oxisredugdo)

Figura 1. Liberaio de energia de compostos orginicos. Flaxo de elétrons.

6xido-redu¢io padem se dar mesmo sem um receptor externo de elétrons. Deste
modo, os processos metabélicos para oxidagdo de matéria orgénica e liberagéo de
energia podem ser separados em trés grupos principais: fermentag@o, na qual a
oxidagfio ocorre sem a utilizagio de receptores externos de elétrons; respiragdo
aerébia, na qual o oxigénio é o receptor final dos elétrons; e respiragdo anaerébia,
naqualsio empr%gados receptoresde elétrons inorginicos, diferentes de oxigénio,
como NO3" e S04

FERMENTACAO

: E um processo de oxidsgiio parcial do composto organico através
de auto-oxi-reducies, na auséncia de receptores externos de elétrons. Neste
processo, hd liberagio de apenas uma parte da energia contida no composto
original (1 a2 ATP/mol glicose), e os produtes da reagiio ainda sdo ricos em energia
(5). Estes produtos orginicos sdo excretados pelos organismos e se acumulam no
meio (18), o.que possibilita a exploragio industrial dos processos fermentativos,
como é o caso da fermentacdo alcodlica e ldtica, entre outras (Quadro 5). Nos
sistemas naturais, por outro lado, formam-se cadeias nutricionaisou tréficas,onde
o sub-produto do metaholismo de um microrganismo serve de material energético
para outro (Capitulos 3 e 4). .

RESPIRACAO AEROBIA

Na presenca de receptores externos de elétrons, a libersiga

 de

energia dos compostos orginicos é muito mais eficiente. Durante o processo

respiratério, que usa o Oz como receptor de elétrons, todo o carborio da molééula
do substrato é oxidado até COg, com concomitante produ¢io de 37 - 38 ATP/mol

glicose (17). Enquanto que, no processo fermentativo, os elétronssio transferidos
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Quadro 5. Produtos de fermentacio de alguns microrganismos

Microrganismos Substrato Produto
Leveduras {Saccharomyces) ghucose etanol e CO,
Bactérias Idticas (Lactobacillus e glucose - 4cido Htico
Streptococcus) :
Brctérias anaerbicas

Clostridium .acetobutylicum glucose, glicerina acetona, butanol, etanol,

ou piruvato CO, e H, 0O

C. butylicum glucose 4cido butfrico, 4cido acftico,
butanol, CO, e H,0
Propionibacterium . glucose, sacarase, lactose 4cido propibnico

para substancias orgénicas, no processo respiratério, os elétrons sdo transferidos
para ooxigénio, formando dguae produzindo ATP de uma maneira muito eficiente.

: Dentre os microrganismos aerébios, destaca-se um grupo de bac-
térias, cujo metabolismo é afetado em meios contendo altas concentragbes de
oxigénio livre em solugio. Estes microrganismos, chamados microaerofilicos,
Tequerem uma taxa de difusdo de oxigénio nunca superjor & taxade utilizagéio de
Oz no. processo respiratério. As bactérias fixadoras de nitrogénio, dos géneros
Rhizobium e Azospirillum, por exemplo, requerem condigbes microaerofilicas,
para que possam crescer diazotroficamente (ou seja, usando o nitrogénio atmos-
férico como fonte de nitrogénio). Isto acontece devido a. alta sensibilidade da
enzima nitrogenase, responsdvel pela redugéio do nitrogénio, que é reprimida em
presenca de oxigénio livre (Capitulo 10). '

RESPIRACAO ANAEROBIA

: : Dentre as substancias que podem receber os elétrons gerados nas
reagbes de 6xido-redugéio de compostos orginicos, estfio os fons NOg e SO42', sendo
0. processo de fosforilagfio oxidativa muito semelhante ao que ocorre no processo
de respiragio aertbia. O nitrato é 0 mais amplamente usado e, durante o processo,
€ reduzidoaNOz", N20, N2 (7). Este processo é chamada de desnitrificagdo e difere
do processo de reduggio assimilatéria do nitrato por produzir produtos gasosos,
sendo respons4vel por grande parte das perdas de nitrogénio do solo (Figura 2).
Sao conhecidos pelo menos 71 géneros de microrganismos que utilizam N 03", em
lugar do O2, coma receptor de elétrons, sendo a maioria formada de facultativos,
isto &, sdo também capazes de utilizar Oz como receptor de elétrons (2). A energia
obtida utilizando-se 0 NO3™ como receptor de elétrons é cerca de 10% inferior a
que se obteria usande-se oxigénio. No entanto, o processo representa uma alter-
nativa que pode permitir a sobrevivéncia do microrganismo, quando o ambiente
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NH,OH ___ NH; ___,aminadcidos

/a’ﬂ"/)hidmxﬂamina - amonia
NO3 NO, (HNO)
nitrato nitrito okido
nitroso
%Q” N, O N,
0" Hxido ———nitrogénio

nitroso

Figura 2. Reducio assimilatoria e dissimilatoria do nitrata.

se torna temporariamente anaerébio, como é o caso de solos onde substancias
orginicas facilmente oxid4veis (vinhaga, por exemplo) foram incorporadas (19). O
intenso metabolismo que se segue 4 aplicagio da vinhaga reduz a disponibilidade
de oxigénio, criando sitios anaerébios no solo que podem promover perdas de
nitrogénio pelo processo de desnitrificagdo.

O sulfato também pode ser usado como receptor de elétrons por
algumas bactérias (4). Durante o processo de redugso dos sulfates é formado HaS.
Entretanto, somente um pequeno grupo de microrganismos anaerébios obrigaté-
rios pertencentes a sete géneros - Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfobac-
ter, Desulfolobus, Desulfococeus, Desulfonema e Desulfosarcina - é capaz de usar
este aceptor de elétrons. Destes géneros, os primeiros sfo quimiorganotrificos
(Desulfovibrio pode também crescer mixotroficaments), enquanto que os dois
Gltimos sdo quimiolitotréficos, capazes de crescer com Ha, CO2 e sulfato (20). Estes
organismos tém considerdvel importancia ecoldgica e écondmica. Sio encontrados
em ambientes encharcados onde a conversio do sulfato em gds sulfidrico causa
mortandade de peixes e outros animais e também sdo responséveis pela corrosgo
de tubulagbes metélicas (ferro e ago), que necessitam protegio superficial especial.
Dentre as atividades benéficas destas bactérias estd a formagio de depésitos de
enxofre (Capitulo 22).

Os microrganismos metanogénicos também desenvolvem respira-
¢do anaerébia, sendo anaerébios obrigatérios. O processo envolve a redugio do
CQg2 a metano, mas o mecanismo de conservacdo de energia difere fundamental-
mente do mecanismo da fosforilagio oxidativa e é apenas parcialmente entendido
(12).

FONTES DE NUTRIENTES PARA OS MICRORGANISMOS

Para viver, -os microrganismos ndo-dependem sé da energia e do
carbono. O material celular é constituido de intimeros elementos que devem estar
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disponiveis no meio ambiente, de modo a permitir o desenvolvimento e a multi-
plicacdo dos microrganismos (14).

NITROGENIO

Este elemento é necessdrio em quantidades relativamente gran-
des, por fazer parte da estrutura dos aminodcidos, proteinas, nucleotidios, dcidos
nucléicos e algumas vitaminas.

O nitrogénio é assimilado preferencialmente na forma de amonio,
por ser esta a forma em que € incorporado nos compastos organicos. No entanto,
fungos, algas e algumas bactérias também sio capazes de utilizar o NOy', ap6s
reduzi-lo a amdnia. Certas bactérias, cianobactérias e actinomicetos sao diazotré-
ficos, isto &, podem usar diretamente o nitrogénio atmosférico através do processo
de fixagéo biolégica do nitrogénio (discutida no capitulo 10).

Formas organicas de nitrogénio também podem ser usadas como
fonte de nitrogénio por microrganismos capazes de decompor as moléculas org4-
nicas e liberar o ion aménio que é entéo reincorporado nos compostos orginicos
celulares.

FOSFORO E ENXOFRE

O fésforo estd presente nos microrganismos sob a forma de nucleo-
tideos, Acidos nucléicos e fosfossacarfdeos. Os microrganismos podem obter o
fésforo do solo através da acidificagdo do meio em que vivem ou através da acdo
de fosfatases que rendem o fosfato solavel para ser assimilado (Capitulo 18).

O enxofre faz parte da estrutura dos aminodcidos, cistina, cisteina
e metionina, bem como das vitaminas, biotina e tiamina (Capitulo 22). O enxofre
é absorvidona forma de sulfatos que sio reduzidos a grupossulfidrilas, nascélulas
(1, 14.

OUTROS ELEMENTOS MINERAIS

Diversos elementos sdo necessdrios aos microrganismos, relacio-

nados principalmente ao funcionamento das varias enzimas. Os macronutrientes

potdssio, magnésio e cdlcio sdo necessirios em concentragdes de 103 a 10‘4 Mg
enquanto que os micronutrientes, sdo nec%sénos em copcentragbes de 10%a 10

M, o que torna tecnicamente impossivel demonstrar defigiéncia de micronutrien-

tes em microrganismos. Apesar disso, algumas espécies sensiveis a concentragoes

de certos micronutrientes tém sido usadas em testes biol6gicos, como por exemplo,
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GiAzotobacter-paspalisque necessita de molibdénio para produgdo da enzima
nitrogenase, a qual permite o crescimento diazotréfico do microrganismo. Deste
modo, em meio sem hitrogénio e molibdénio, adicionado, porém, de amostras de
solo, o crescimento de Azotobacter € proporcional 4 quantidade de Mo presente na
amostra de solo (9; Capitulo 23).-

FATORES DE CRESCIMENTO

Como jd foi mencionado anteriormente, muitos microrganismos
ditos litotrdficos requerem certos compostos orgénicos especificos por serem
incapazes de sintetizd-los. Este grupo de litotréficos é chamado auxotréfico. Os
compostos orginicos que requerem sdo em geral fatores de crescimento como
vitaminas e amino4cidos.

ABSORCAO DOS NUTRIENTES DO MEIO AMBIENTE

Os nutrientes necessérios s diversas fungdes celulares (fontes de
energia, receptores de elétrons e material para as sfnteses celulares) devem ser
absorvidos do meio ambiente, ou seja, devem penetrar nas células dos microrga-
nismos. Para compostos de pequeno peso molecular, a absorgado é relativamente
simples e se d4 seletivamente através da membrana citoplasmatica que tem a
propriedade de ser semi-permedvel (4). A absorcao de nutrientes através da
membrana pode se dar por simples difusdo. Neste caso, a taxa de transporte é
proporcional ao gradiente de concentracdo, ao tamanho das moléculas e a sua
solubilidade nos lipidios da membrana. Entretanto, poucos nutrientes podem ser
absorvidos desta maneira. Os nutrientes de maior peso molecular e baixa solubi-
lidade necessitam de uma difusédo facilitada, processo que envolve um sistema
transportador. Estes dois processos de difusdo sdo processos de ransporte passivo,
pois a energia necessdria para o transporte se deriva da agitagdo térmica das
proéprias moléculas do nutriente (13).

H4, entretanto, nutrientes que requerem um transporte ativo para
serem absorvidos pelas células. Neste caso, energia na forma de ATP é consumida
no processo de absor¢do. A maior parte dos fons inorgédnicos, monossacarideos e
aminodcidos sdo absorvidos por transporte ativo que é altamente seletivo, devido
a mediagio de enzimas especificas para cada substincia e conhecidas como
permeases (13). ) :

o Os nutrientes utilizados como fonte de energia para a populagio
quimiorganotrofica incluem muitas vezes compostos de alto peso molecular tais
como celulose, amido, proteinas, hemiceluloses, quitina, entre outros. As células
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dos microrganismos sdo impermedveis a estas moléculas complexas que necessi-
tam ser digeridas extracelularmente para entdo serem absorvidas. A digestdo
extracelular de substancias complexas é mediada por enzimas excretadas pelas
células e denominadas exoenzimas, as quais sdo, na grande maioria, hidrolases,
ou seja, hidrolizam os compostos de alto peso molecular em suas subunidades.
Deste modo, o amido e a celulose sdo convertidos a glicose, e as protefnas em
aminodcidos (22). As exoenzimas podem ser adsorvidas pelos minerais da argila,
permanecendo vidveis, mesmo apés a morte do micror ganismo que as produziu.

Entre os microrganismos que compéem a microbiota, além da
absorgio, também € comum a obtengéio de nutrientes pelo processo de ingestdo ou
fagocitose. Neste processo, particulas solidas, tais como, bactérias inteiras, sio
transportadas para o interior das células, gragas a invaginacbes da membrana e
formagbes de pequenas vesiculas que promovem a digestdo do material ingerido.
O pracesso possivelmente requer energia, nio tendo, porém, natureza seletiva.

CONSIDERACOES FINAIS |

Para sobreviverem no solo, que é um ambiente em constante
modificagdo, os microrganismos se adaptaram para utilizar as mais diversas
fontes de energia (luz, oxidacio de compostos inorgénicos e dissimilagio de quase
todas as substéncias orginicas concebiveis) e sob as mais diversas condi¢oes
ambientes (por exemplo, condigbes varidveis de concentragao de oxigénio, tempe-
ratura, etc.). A adaptagio para a vida nosolo, faz, inclusive, com que ocorram, com
certa frequéncia, espécies de microrganismos com extraordindria plasticidade
nutricional e que podem mudar seu conjunto de enzimas, para assim, sobrevive-
rem nas mais diversas condigoes, explorando situagtes (aerébias ou anaerébias,
litotréficas ou organotréficas), ou mesmodiferentes fontes de carbono e nitrogénio.
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ECOLOGIA MICROBIANA DO SOLO

Elke J B.N. Cardoso'V

INTRODUCAO -

" A ecologia microbiana estuda a atuagfio ou atividade dos mieror-
ganismos e suas interagdes entre si e com outros seres vivos dentro de determi-
nado habitat. Obviamente, faz -parte dos estudos ecolégicos o efeito que os
diferentes fatores ambientais exercem sobre os microrganismos, bem como a
atuagdo destes sobre os parametms ﬁ‘swos, qutmncos ou biolégicos do habztat
{Capftulo 5).

Segundo Odum (6) o I_zabitat pode ser entendido como o local
(enderego) de determinado ser, enquanto que o nicho expressa a sua fungio
fisiolégica (profissio).

0 solo pode ser encarado como um \ habitat microbiano por exce-
léncia, local de vida de inGmeras e variadas populagies de todos os tipos de
microrganismos e mésmo como g reservatério final da grande diversidade genética
de quase todos eles. Tanto que, dentro de extensos programas de pesquisa para
obtengio de microrganismos fteis (produtores de antibiéticos ou de enzimas,
certos tipos de fermentadores ou degradadorés de substancias especificas, orga-
nismos antagdnicos a patdgenos ou pragas, etc), recorre-se ao isolamento massal
de populagdes do solo, seguido de testes para se determinarem as aptidoes
especificas de cada isolado para a caracteristica deﬁejada

Entretanto, o solo nfio deve ser visto-como. um Gnico kabitat de
grande extensdo geografica. Pelo contrdrio, ele se constitui de inGmeros micros-
sftios, caracterizados ndo apenas pelas condigbes edafoclim4ticas, mas ainda por
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. fatores peculiares, como presenca de uma particula de matéria orginica, de uma
raiz vegetal, de um microporo saturado de dgua, de maior ou menor facilidade de
trocas gasosas, etc. E tais caracteristicas podem variar muito entre locais que
distem entre si de ndo mais do que alguns milimetros. Conclui-se, portanto, que,
mesmo quando se considera um terreno de dimensdes restritas, constituido pelo
mesmo tipo de solo, lida-se com grande niimero de microhabitats microbianos que
diferem entre si.

Sem davida, essa € uma das razoes responséveis pela dificuldade
em se obterem informagbes precisas sobre a composi¢io quantitativa e qualitativa
de comunidades microbianas do solo, tornando problemética a propria obtencgéo
de amostras representativas. Alie-se a esse fato uma série de dificuldades meto-
dolégicas na contagem de microrganismos por observacio direta ao microscépio
ou pela diluicio em série e plaqueamento. Para exemplificar tal dificuldade,
pode-se citar o levantamento de fungos de solo sob florestas, através da técnica de
diluigbes e posterior avaliagio em placas de petri, contendo meio de cultura
*seletivo" para fungos. Normalmente se observa grande predominincia de fungos
imperfeitos e de alguns Zigomicetos. Estes fungos sdo, na sua maioria, "fungos do
agacar” (4) que respondem ativamente a adigio de matéria orgAnica simples com
répldo crescimento e esporulagio abundante, Desaparecendo essa fonte de maté-
ria orginica facilmente disponivel, seus talos morrem e eles permanecem meta-
bolicamente inativos na forma-de esporos ou conidios.. Por outro lado, sabe-se que
muitos basidiomicetos apresentam crescimento ativo pelo solo e mantém relagbes
de simbiose ou de parasitismo com as raizes de esséncias florestais. Contudo,
dificilmente se isola um tGnico basidiomiceto pelas técnicas correntes nesses
estudos, talvez pela falta de adaptagio aos meios de cultura empregados.

COLONIZACAO E CADEIAS TROFICAS

" Uma caracteristica generahzada do solo’ (pelo menos durante
longos penodos) é a sua deficiéncia em matéria énergética (carbono organico) para
os microrganismos. Na maior parte do tempo, as comunidades microbianas do solo
encontram-se em estado de inanigdo, com o metabolismo afetado ou mesmo
suspenso devido as condigdes de estresse. Eis uma raz4o, aliada 4 grande compe-
tl@o por nutrientes, que faz com que certos processos, os quais ocorrem ativamen-
te in vitro, com microrganismos isolados e mantidos em condigbes nutritivas e
ambientes 6timas, dificilmente possam ser detectados ou consideradosem grande
escala em solo natural (p. ex., a solubilizagio microbiana de fosfatos ou a antibiose).

Para comprovar a aﬁrmagno acima, basta observar a respo§ a3
adigio de matéria orginica ao solo. Ocorre ura ifiténsa multlplua@o & grande
crescimento microbiano, uma verdadeira exploséo populacional, que se mantém
até que a'matéria energética tenha sido consumida e volte a ser o fator limitante.
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Cada microkabitat do solo bferece certa quantidadede nichos para
a comunidade microbiana. Em geral, quanto mais simples o Aabitat, menor serd
o nimero. de nichos disponiveis e, quanto majs complexo, maior. A prépria
atividade microbiana pode contrlbulr para ampliar os nichos disponiveis (através
da decomposigéo enzimitica de certo. compesto, fornecendo novos substratos a
outros grupos; imobilizando o nitrogénio mineral e com isso tornando a relagio
C:N adequada para os fixadores de nitrogénio; consumindo todo o oxigénio
disponivel através da répida oxidagdo da matéria organica, o que torna o ambiente
temporariamente anaeréhio; excretando substénmas acldlﬁcanm ou alcalinizan-
tes; etc., ete. ). :

Para que um substrato recém- 1ntrodu21do num eoosnstema possa
ser eficientemente colonizado por mlcrorgamsmos h4 os mecanismos de dispersao
ou disseminagio microbiana, os quais permitem a presenca de inimeros prop:i-
gulos na imediagao de um substrato potencialmente coloniz4vel. Entre os invaso-
res ou colonizadores pioneiros, ocorre competigéo, sendo que 0 ambiente seleciona
os mais aptos. A maior ou menor habilidade competitiva de uma populagio pode
ser decorréncia de fatores, tais como, velocidade de crescimento, r4pida assimila-
cdo de nutrientes, tolerdncia a todos os fatores biéticos e abiétioos encontrados,
presenca de mecanismos que superem as "barreiras & colonizagdo" do substrato,
plast1c1dade nutrlclonal etc.

A medida em que um substrato vai sendo degradado, .ocorre.uma
modlﬁcagao das condigbes, induzida pelo préoprio metabolisme dos organismos
colonizadores, de forma a favorecer outros tipos de microrganismps; enquanto os
pioneiros vio.sendo eliminados. Ocorre, entdo, uma sucessio de populagbes ¢ de
comunidades, que também é denominada de cadeia tréfica. Finalmente, estabele—
ce-se um ecossistema em oondlgoes de climax, quando as modlﬁmgo% quase Ja
néo mais acontecem. o

Considerando a maiorid dos solos agrl’colas, pode-se observar que'
estes sdo normalmente constituidos de mi¢rohabitats muito complexos, ainda
mais se considerarmos também a presenca das plantas e de elementos da meso e
macrofauna. Qualquer prética agricola (aragdo, adubagio, calagem, incorporagao
de matéria orginica, irrigagdo, aplicagdo de agrot6xicos, etc.) pode afetar os nichos
disponiveis através de intervengio nas caracteristicas fisico-quimicas ou biolégi-
cas do ecossistema. E a cada modificagdo profunda corresponde uma renovagio
da pressio de sele¢do, favorecendo alguns componentes da microbiota e eliminan-
do outros, e remanejando o estado de equilibrio entre as populagbes. Consideran--
do-se que esse ecossistema permanece relativamente inalterado durante um certo
perioda’de tempo, sem intervengoes drasticas, observar-se-a também a manuten-
¢éio do'estado de equilibrio dindmico entre as populagbes microbianas, com todos
os nichos ocupados pelas populages mais aptas, através da selegio natural. A tal
ecossistema (solo) refere-se como em estado de climax, o qual pode ser deﬁmdo
pela homeostase. .
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HOMEOSTASE

Homeostase éo principio peloqual um ecossistema tende a manter
a sua composicéio bidtica relativamente constante. E-uma verdadeira recalcitran-
cia ou impedimento A modificacio biolégica e pode ser definida como o conjunto
de todos os mecanismos que auxiliam na manutengio do equilibrio.

Uma conseqiténcia natural do fendmeno da homeostase é o fato de
que, geralmente a inoculagio de sementes ou a infestagio do solo, mesmo com
grande quantidade de certo microrganismo selecionado in vitro, ndo resulta nas
consequéncias esperadas e nem mesmo no estabelecimento desse microrganismo
no solo.-Como exemplos, podemos citar a prética outrora comum na Unifo
Seviética de inocular sementes de diversas culturas com azotobacterin ou com
fosfobacterin, inoculantes constituidos debactérias fixadoras de nitrogénio de vida
livre ou solubilizadoras de fosfato, respectivamente (1). Também, a simples
inoculagéio de microrganismosantagdnicos, visando ao controle biol6gico de certos
fitopatégenos, costuma resultar em fracasso, enquanto que a modificagdio de
caracteristicas fisico-quimicas do solo, favorecendo antagonistas e prejudicando
o3 patégenos, chegou a transformar solos condutlvos -a uma doenga em solos
supressivos.

Constituem-se exceg‘)os 4 regra exposta acima 0S casos Nes quais
a inoculagfio é feita com microrganismos que apresentem uma vantagem seletiva
frente & microbiota predominante do solo, como acontece com certas rizobactérias
promotoras do crescimento vegetal que sdo ativas colonizadoras do rizoplano. No
caso da inoculacdo de Rhizobium em leguminosas, prética extremamente vanta-
josaeecondmica para a cultura da soja e de outras leguminosas no Brasil (Capitulo
9), e no caso da transmissdo de fitopatégenos junto a sementes ou mudas de certas
culturas, o seu estabelecimento é decorrénciado fato de que, estes microrganismos
conseguem utilizar um nicho ainda desocupado, ou seja, penetram e se estabele-
cem em raizes de hospedeiros que lhes permitem evadir-se da rizosfera e com isso
da competigido e do antagonismo que imperam nessa regiso.

CLASSIFICACAO ECOLOGICA DE MICRORGANISMOS

Do ponto de vista ecolégico, o maior interesse nas populagdes
microbianas do solo estd situado.em sua fungdo (nicho ecolégico) dentro do
ecossistema e nas. interagbes que possam ocorrer entre elas. As,s_ri,m,_;".sqb este
aspecto; podemos classificar asbactérias em amonificadoras, nitrificadoras, nitra-
to-redutoras ou denitrificantes, sulfo-redutoras, diazotréficas, celuloliticas, ami-
loliticas, e assim por diante. Para se obter. maior informagio ecoldgica sobre a
microbiota de um solo, € fundamental proceder-se a um levantamento funcional
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dos microrganismos, o que se reflete no melhor conhecimento de sua atividade.
Esse conhecimento é mais importante doque a mmples quantificagéo de unidades
taxondmicas.

Com relagéo aos fungos ja em 1976 Garret (4) tentou fazer uma
classificagio ecolégica, a qual € apresentada abalxo com pequenas modlﬁcam

1. Fungos que habitam raizes:

a. Micorrizicos ecto - Boletus, Amanita, Telephora, Pisolithus,
etc. o ! o o
endo - Rhizoctonia, Glomus, Gigaspora, ete.

b. Parasntasespeclahzados.Anmllana mellea Fomesarino-
- sus,Ophiobolus graminis, etc.

2. Fungos que habitam o solo’ o
a. Parasitas nfo especializados, sapréfitas fracos:
. Pythium, Rhizoctonia, Fusarium, ete. -

b. Sapréfitas obrigatérios. ... ...

"b.1. Fungos que utilizam agticares soltiveis: varios Zigomi-
cetos e Deuteromicetos - crescimento:rdpide e abun-
dante esporulagao

b.2. Fungos celulotiticos- lnbermedlarlos entreb leb. 3 ~Tri-
choderma, Penicillium, etc.

b.3. Fungos llgnohtloos Basidiomicetos superiores

b.4. Fungos copréfilos - leobolus Ascodesmus Sordana,
- Coprinus.
c. Fungos predatérios - captura.m e parasitam amebas e
nematéides - ordens Zoophagalas (Oomicetos) e Moniliales
(Deuteromicetos).

Outro aspecto ecolégico 1nbem£s‘a‘nte'osté r‘elacionado com o fend-
meno bastante difundido da fungistase ou 'da bacteriostase de uim solo. Verificou-
se que muitos esporos de fungos nio germinam em solo natural, pois, para que
possam germmar é preciso esterilizar o solo e/ou adicionar uma fonte energstica.
As hip6teses mais aceitas para explicar tal fendmeno sdo: a) presenca de substan-
cias voldteis inibitérias, provenientes do metabolismo de outro microrganismo do
solo oude origem abiética (3) ou b) deficiéncia de nutrientesou dreno de nutrientes
do propdgulo em questéo, por outros microrganismos do solo (5). A fungistase é
de vantagem ecolégica para os fungos, visto que impede a germinacdo de prop4-
gulos em habitats desprovidos de nutrientes que garantam a sobrevivéncia e
reprodugio do individuo. Normalmente, o efeito fungistatico é anulado na rizos-
fera pela presenca de exsudatos de raizes (7).
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INTERACOES MICROBIANAS

Nem sempre um fendmeno observado é consequéncia da atividade
fisiolégica de um tGnico tipo de microrganismo. Especialmente em habitats que
apresentam alta densidade de populagbes, como na rizosfera, ocorrem interagoes
positivas ou negativas entre essas populagdes.

As principais interagbes microbianas podem ser assim classifica-
das (resumidas de Cardoso,2):

Neutralismo -- nfio h4 interagio. Embora fisicamente préximas,
as populagdes ocupam nichos dlferent&

Comensalismo -- uma populam é beneﬁcxada {por exemplo,
através da excregfio de uma vitamina pela segunda populagdo) e esta ndo é
afetada

Pr;)tocwperdgio -- intercAmbio de éompostos entre duas popu-
lagbes, favorecendo a ambas, sem ocorrénma de snmblose Também denominada
de sintrofismo e/ou sinergismo. :

Simbiose mutualistica -- mteragao intima morfolégwa e fisiol6-
gica entre duas populagdes; ocorrendo benef' icio mituo.

Simbiose antagOmea ou Parasitismo -- interagio morfol6gica
e fisiolégica intima entre duas populagoos beneﬁc1ando o parasita e prejudicando
o hospedeiro.

Predacéo -- 'Ca(;a de uma populagnio sobre a outra. O predador
¢ beneficiado e a presa pre_]udxcada

Competicao- Rlvahdade ou luta entreduas populagbes de nichos
semelhantes por um fator limitante. Ambas sdo prejudlcadas, embora fregiiente-
mente a mais.apta acabe predominando.

Amensalismo ou Antagonismo - uma populagio é prejudicada
por um fator (ex.: toxina) produzido pela outra populagio; esta nio é afetada. As
vezes deve-se admitir que a populagdo antagbnica posa ser favorecida pela
eliminagiio da outra; sua competidora. -
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A RIZOSFERA

Elke J.B.N. Cardoso? & Sueli S. Freitas®

INTRODUCAO

Em 1904, Hiltner (33), um pesquisador aleméo, usou pela primeira
vez o termo "rizosfera", definindo-o como a regido do solo sob influéncia das raizes.
O solo rizosférico tem caracteristicas bem’ diferentes das do solo distante das
raizes. Assim, num solo em pousio, os microrganismos dependem da incorporagéo
de matéria orgdnica como fonte de energia para seu desenvolvimento. J4 na
rizosfera hd maior concentracfo de nutrientes orgénicos provindos das rafzes, que
favorecem, e muito, o crescimento de microrganismos (Figura 1); todavia, em solos
argilosos essa influéncia se limita a cerca de 2 mm em torno das rafzes (49),
podendo ser mais abrangente em solos arenosos ou desérticos. O tamanho da
rizosfera também é fungédo da morfologia da raiz.

De maneira geral, o nimero de microrganismos na rizosfera (R) é
muito maior que o de microrganismos no solo nio-rizosférico (S) (34; 64), resul-
tando, em outras palavras, que, geralmente, a relagdo R:S é maior que 1. Como
exemplo, pode-se citar o trabalho de Rouatt et al. (68), em que os autores
apresentam, para bactérias, fungos e actinomicetos, relagoes R:S de, respectiva-
mente, 23:1, 12:1 e 7:1.

NUTRIENTES ORGANICOS DA RIZOSFERA

As maiores fontes de carbono e nitrogénio para os microrganismos
rizosféricos sdo, de modo geral, as células que se descamam das raizes e os

B pepartamento de Ciéncia do Solo - ESALQ/USP - Caixa Postal 9 - CEP 13400 - Piracicaba/SP.
d Secgao de Microbiologia do Solo - IAC - Campinas/SP.
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exsudatos radiculares soltveis (26). Verificou-se que, em cada periodo de vegeta-
¢fio de milho, chegam ao solo 1.250 m? de exsudatos radiculares por hectare (28).

As raizes consistem de um meristema apical que produz células
da coifa, na diregso do 4pice, e células que se tornam o verdadeiro "corpo” da raiz.

TiIrO OE
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Figura 1. Diagrama de uma raiz mostrando as origens do material orginico na rizosfera (seg. Rovira et
al., 1979 (61): 1) exsudatos; 2)’ sectegoes‘ 3) mucilagens: a) secretadas pelos corpisculos de Golgi,
na coifa; b) hidrolisados de poli ideos da parede celular primdria entre as células epidérmicas e

élulas da coifa descamad ¢) secretadas pelas células epldenmus que ainda ¢m samenm paredes
primdrias (inclui mucilagem secretada através dos pélos radicul d) il ida pela
degradagdo bacteriana da parede externa de células mortas da epldetme' 4) muclgel' 5) lisados.
Reimpressio da figura 1, Rovira et al. (61), com permissdo da Academic Press.
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Estas Gltimas diferenciar-se-do em cilindro central, cértex e epiderme. As células
da coifa descamam-se continuamente, num processo que é muito importante na
manutencao do efeito rizosférico. O cilindro central compreende os elementos

- vasculares, o periciclo e a endoderme. A endoderme € uma camada compacta de

células, com partes suberizadas e/ou lignificadas, constituindo protegfio contra
alguns ﬁtopatogenos. Fungos micorrizicos nio a penetram, restrmgmdo sua
colonizagfo & regifo do cértex (Capitulos 19, 20 e 21).

Os pélos radiculares, com paredes finas e muito numerosos, cum-
prem fungdo de absor¢io de d4gua e nutrientes. Funcionam somente por alguns
dias ou semanas e depois sdo rapidamente colonizados por microrganismos. A
penetragdo de Rhizobium normalmente se dd através dos pélos radiculares
(Capitulo 9).

As mais variadas substéncias sfo liberadas pelas raizes (Quadro
1), dividindo-se em exsudatos e lisados radiculares, mucigel, residuos de paredes
celulares e células vegetais intactas (47). A quantidade de exsudatos e lisados
radiculares (47) e a espessura da camada de mucnlagem ou mucigel (48) sdo
menores em condigdes estéreis. Alids, gragas & microscopia eletronica, sabe-se que
apenas cerca de 5 a 10% da superficie radicular sdo habitados.

Quadro 1. Principais p tes detectados em datos de raizes de diferentes plantas (Curl & True-

fove (15))
‘Espécie de composto ‘Compostos de exsudatos ' 3
Aqﬁcares ', . Glucose frutose, sacarose, maltose, galactose ramnose, nbose, xilose,
arabinose, rafinose, ohgossacar{deo
Compostos aminados Asparagina, @talanina, glutamina, 4cido ‘aspa(rti'co, leui:ix'\a/ isoleucina , se-

rina, 4cido aminobutfrico, glicina, cistina/cistefna, metionina, fenilala-
nina, triosina, treonina, lisina, prolina, triptofano, ﬂ-alanma, axgmma,
. homoserina, cistationina

Tartxiuco, oxdlico, cftrico, mélico, acétlco propidnico, butfnco  suc-
cfnico, fumdrico, glicdlico, valérico, maldnico

Palmftico, estedrico, oléico, lmolélco linolénico, colesterol, campes-
terol, estigmaesterol, sitostero)

Acidos orginicos
Acidos graxos e esterdis

Fatores de crescimento Biotina, tiamina, niacina, pantotenato, colina, inositol, pmdoxma,

4cido piamino-benzdico, 4cido n-metil nicotfnico

Flavonona, adenina, guanina, uridina/citidina, fosfatase, invertase, ami-
lase, protease, poligalacturonase

Nucleot{deos, flavononas
€ enzimas

Auxinas, escopoletina, substancias fluorescentes, écido hidrocidnico, gli-
cosfdeos, saponina, compostos orgdnicos de fésforo, fatores de encis-
tamento ou eclosio de nematéides, atraentes de nematéides, estimu-
lantes do crescimento micelial de fungos, inibidores do crescimento mi-
celial, atraentes de zo§sporos, estimulantes e inibidores da germinacio
de esporos e escler§cios, estimulantes e inibidores bacterianos, estimu-
lantes da germinagdo de ervas daninhas

Compostos miscelineos
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. H4 intimeros fatores, além da presenga de microrganismos, que
afetam a exsudagdo radicular. O principal deles é a injaria (2), sendo que até
mesmo a abrasfo causada pelas partfculas do solo durante o crescimento das
rafzes estimula a exsudagéo. Praticamente tudo o que afeta o crescimento vegetal,
de forma negativa ou positiva, afeta a exsudacio de substancias organicas pelas
rafzes. Assim, a quantidade e a qualidade dos exsudatos sio afetadas pela luz (56;
60), alterando-se inclusive a susceptibilidade das plantas a patégenos (30), pela
temperatura (29), pela oxigenagdo (37) e umidade do solo (15). Em qualquer dos
casos, sempre que as rafzes forem submetidas a tal estresse em que ocorra morte
de algumas delas, poderdo ser liberados produtos origindrios da autélise das
células mortas, o que néo se constituird em verdadeira exsudagfio. Na falta de
oxigénio e presenca de exsudatos radiculares, ocorre desnitrificagdo, que & favo-
" recida em anaerobiose (24). o

Também a espécie e a idade da planta afetam a exsudagio em
quantidade e qualidade. Por exemplo, leguminosas sfo as plantas que maior
estimulo causam 2 rizosfera (25), j& se tendo encontrado maior namero de
bactérias em rizosfera de trevo vermelho que de gramfneas (57).

A exsudagfio de compostos orginicos pelas rafzes é maior logo no
inicio do crescimento das plantas (59; 60), ocorrendo intensamente assim que as
sementes se embebem em dgua (29). Parkinson et al. (55) observaram que raizes
jovens sdo colonizadas inicialmente por um grupo variade de fungos do solo, os
quais, depois de alguns dias, sdo substitufdos por uma microbiota mais restrita,
que permanece a mesma até a senescéncia das raizes. Essas observagOes estéo de
acordo com as de Starkey (64), bem mais antigas, segundo as quais o efeito
rizosférico atingiria o climax na época da floragdo e frutificagio, para declinar
posteriormente, com a senescéncia das raizes. )

O valor de pH rizosférico é alterado de maneiras varidveis. De-
pendendo das formas idnicas absorvidas pelas raizes, sé cdtions ou 4nions, serd
excretado HCO® ou H*, para preservar a neutralidade elétrica (27).

De maneira geral e considerando-se que o nitrogénio seja absorvi-
do como nitrato, as plantas absorvem mais nions do que cétions do solo, resul-
tando em maior excregfo de HCO* e em valores mais altos de pH na rizosfera que
no solo circunjacente (52). J4 se observaram, entretanto, valores de pH rizosféricos
2 4 unidades menores que no solo nao rizosférico (32). Valores de pH podem
influenciar grandemente a comunidade microbiana rizosférica, tanto de forma
direta como indireta, pela.alteragio nos padrdes de exsudagdo radicular; além
disso, se o valor de pH for muito baixo, pode injuriar as raizes (38).

Na rizo-sfe-ra_tmnbérﬁ pode ooorrer intemperizacdo do material do
solo, alterando-se a sua composi¢io mineralégica (62).
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EFEITO DA RIZOSFERA NA MICROBIOTA DO SOLO

Quase todos os grupos de microrganismos séio afetados pela rizas-
fera, direta ou indiretamente.

Entre as bactérias, as gram-negativas sio mais favorecidas que as
gram-positivas e as formas néo esporuladas mais do que as esporuladas. Trés
géneros sdo predominantes: Pseudomonas, Achromobacter e Agrobacterium (18),
sendo que essa predominancia poderia ser explicada pela maior taxa de multipli-
cagdo ou menor tempo de geragio. Foi verificado ‘que, para Pseudomonas, na
rizosfera este valor era de 5,2 horas, enquanto que, para Bacillus, era de 39 horas.
As mesmas bactérias, no solo, apresentam tempos de geragdo de 77 e 100 horas
respectivamente. i

Outros fatores de predomindncia podem ser a capacidade de
produzir substédncias inibidoras, como acontece em Pseudomonas, ou, ainda, estas
sobressairem pela maior facilidade de identificagfio. As bactérias anaerébias
também sfo estimuladas na rizosfera, devido as baixas tensdes de Og resultantes
da intensa atividade respiratéria radicular e microbiana (46).

O alto nimero de bactérias pode estimular a atividade predadora
de protozodrios. J4 se observou que a presenca de amebas aumentou a taxa de
mineralizagdo de nitrogénio, porque aqueles organismos excretavam substancias
com relagdo C/N menor que a das bactérias que consumiam (20).

Os fungos, de um modo geral, ndo sdo muito afetados pela rizos-
fera, com relacio ao nimero de propdgulos. Entretanto, seria desejdvel fazer-se
uma estimativa da biomassa flingica na rizosfera em comparagio com a do solo.
Fungos que apresentam uma interagdo direta com a raiz, como, por exemplo,
fungos micorrizicos e patogénicos, sem davida sdo estimulados e tanto seu cresci-
mento, geralmente filamentoso, quanto fendmenos como quimiotaxia e quimiotro-
fia positiva ddo-lhes vantagens para uma colonizagdo rdpida. Qualitativamente,
os fungos mais estimulados na rizosfera sao Fusarium e Cylindrocarpon, seguidos
por Mucor, Rhizopus, Penicillium, Rhizoctonia, Phoma e Gliocladium. Muitos
esporos de fungos no solo sdo comumente dormentes, mas conseguem germinar
na rizosfera.

Entre os actinomicetos, os géneros que predominam na rizosfera
sd0 Nocardia e Streptomyces (25). Em geral, os actinomicetos sdo menos favore-
cidos do que as bactérias e os fungos, pois sdo organismos de crescimento lento e
pouco competitivos, ndo conseguindo dominar em substratos orgnicos nos quais
outros microrganismos se instalam mais rapidamente.

As algas, por serem microrganismos fotolitotréficos, dificilmente
séo favorecidas pela presenca de nutrientes orginicos na rizosfera, o que justifica
os baixos valores R:S normalmente encontrados para estes organismos.
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A RIZOSFERA E A NUTRICAO VEGETAL

Para serem absorvidos pelas raizes os nutrientes devem atraves-
sar a rizosfera, uma vez que se movem do solo para as raizes, por difusao e fluxo
de massa. A taxa de absorgido de nutrientes pela planta depende da demanda
imposta pelas raizes ao solo na superficie radicular, do tamanho do sistema
radicular e da mobilidade do nutriente no solo (563). Assim, a zona de deplegio de
nutrientes em torno das raizes varia para cada ion considerado. '

E natural, pois, que os microrganismos também tenham influéncia
mineralizagio de todos os nutrientes, como, por exemplo, o nitrogénio e o fosforo,
pode ser estimulada na rizosfera. Outras maneiras pelas quais os microrganismos
afetam a nutricio mineral das plantas s&o a imobilizagdo microbianade Nede P
e a dissolugéo de fosfatos insolaveis (1) (Capitulos 8, 17 e 18).

Quando se trata da nutrigdo fosfitica de plantas, é impossivel
esquecer-se das micorrizas. Os fungos micorrizicos invadem a regido cortical da
raiz e apresentam longas hifas externas que se estendem por grande volume do
solo, servindo como ampliadores do sistema radicular, absorvendo e translocando,
para a planta, os jons fosfato e outros fons de baixa mobilidade que se encontram
fora do aleance da raiz (11,44,50) (ver capitulos 19, 20 e 21).

QOutro mecanismo que ja pdde ser demonstrado é aquele em que
determinadas bactérias retém certos nutrientes em suas gomas ou cipsulas
extracelulares (até 20 vezes a quantidade absorvida pelas células), resultando na
prevencdo da entrada livre do elemento nas raizes (15).

Finalmente, determinados microrganismos podem afetar a mor-
fologia da raiz, com isso influenciando a absorgio de nutrientes. Ha relatos de
efeitos de encurtamentos da raiz e falta de desenvolvimento de pélos radiculares
em resposta 4 exposi¢io a suspensées microbianas pesadas. Entretanto, tamb&ém
ja foi observada a formag#o de "raizes protedides”, que sdo densos aglomerados de
raizes, os quais sé aparecem em solos naturais nio-esterilizados e teriam uma
maior capacidade absortiva (15).

ECOFISIOLOGIA DA RIZOSFERA

Embora se tenham muitas informagdes precisas sobre a morfolo-
gia da parte aérea dos vegetais, nosso conhecimento da morfologia das raizes ainda
é extremamente rudimentar e seu estudo sistemdtico é dificil por ser inacessivel
a observagio direta (13). E, se sabemos téo pouco a respeito da propria morfologia
radicular, hd de se convir que muito menos ainda sabemos sobre as interactes
complexas que ocorrem entre as raizes e seu ambiente fisico, quimico e biolégico,
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especialmente com relagéo & microbiota da rizosfera, onde vamos encontrar maior
concentragiio e atividade dos microrganismos do solo. B nesse microcosmo palpi-

‘tante de vida que se desenrolam constante e concomitantemente os mais variados

e complexos fendmenos resultantes da atividade fisiolégica de intmeros seres

' vivos e da agéio de uns sobre os autros.

As interagbes ecofisioldgicas que podem ocorrer a nivel de rizosfera
podem ser assim divididas:

1. interagdes raiz - solo (fatores fisicos e quimicos);

2. interagdes entre raizes de diferentes populagdes numa comuni-
dade vegetal;

3. interagdes entre os microrganismos e a vegetacgao;
4. interagdes microbiota - solo;

5. interagdes de populagées microbianas entre si;

6. interagdes com comunidades de animais.

Aquilo que observamos como crescimento ou produgédo vegetal é

resultado da soma de todos esses fatores e interagbes, favorecendo ou prejudicando

a plena expressao do potencial genético da planta.

Devido a essa grande complexidade, aliada & dificuldade imetodo-
légica nessa regifio subterranea, os estudos sinecolégicos da rizosfera, isto &,
estudos que abrangem todo o ecossistema ao mesmo tempo, sfo quase impossiveis
e de dificil interpretagdo. Lanca-se mao, por isso, de estudos autecolégicos, com
populagdes isoladas, para se obterem informagdes sobre alguns aspectos de inte-
ragbes simples. Contudo, 4 medida que tais conhecimentos sdo adquiridos, torna-
se obrigatéria a sua verificagfio em condigoes naturais, sob a influéncia conjunta
de intimeros fatores modificadores. e :

No presente capitulo iremos abordar alguns aspectosde interagées
dos grupos 3 e 5, fazendo mengiio dos outros somente em alguns casos queauxiliem
na interpretagdo de fendmenos microbiolégicos.

INTERACOES ENTRE A MICROBIOTA E A VEGETACAO

Da mesma forma como a parte aérea das plantas evoluiu concomi-
tantemente a uma fauna polinizadora, predadora ou dispersora de sementes e a
uma microbiota simbibtica e parasitica, ocorreu uma selegio natural dos micror-
ganismos mais adaptados para se multiplicarem e reproduzirem em rizosferas
efou rafzes de diferentes plantas.
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. Apresencade nutrientes orgdnicos exsudados por raizes (aproxi-
2 % da bmmassa total das plantas) proporcnona mchos atrativos para

liritado de espécxes microbianas predomma num determinado substrato num
certo momento. As interagoes ralz-mlcrorgamsmos podem ocorrer em véirios
niveis: desde assaciaghes puramente comensais, passando pelas associagbes proto-
cooperativas e amensalisticas, até as verdadeiras smbmsa (antagonicas ou nio).

Em alguns casos, um sapréfita é meramente beneficiado pela
presenca dos exsudatos radiculares. Com freqliéncia, porém, microrganismos
rizosféricos produzem substincias que agem diretamente na permeabilidade da
membrana celular da raiz, induzindo uma maior exsudago. Qutros, ainda,
liberam compostos andlogos a hormdnios vegetais, vitaminas ou toxinas, que
podem ser absorvidos e translocados pelas plantas, influenciando o seu desenvol-
vimento. Entre estes, encontram-se as assim chamadas rizobactérias promotoras
do crescimento vegetal (9). Nesse grupe, os géneros que mais se destacam sdo
Pseudomonas (especialmente P. fluorescens e P. putida que se enguadram entre
os mais ativos colonizadores da rizosfera e do rizoplano), Azotobacter, Clostridium,
Bacillus, etc.. Entretanto, mesmo entre isolados de Pseudomonas spp. de rizosfera
podem ser encontrados alguns que produzem substincias téxicas que deprimem
o crescimento vegetal (65). Estes casos podem ser enquadrados sob a denominagsio
de alelopatia, fenémeno bastante conhecido na interagio de diferentes espécies de
plantas. Aqui também devem ser mencionados alguns microrganismos necrotré-
ficos, ou seja, aqueles que produzem toxinas ndo-especificas ou enzimas degrada-
doras as quais destroem o tecido vegetal antes da colonizagfio. A fisiologia desses
microrganismos necrotréficos, embora sejam. patogénicos, é semelhante a de
sapréfitas, uma vez que nio apresentam as caracteristicas de parasitas; distin-
guem-se, ainda, por baixa especificidade para hospedeiros. Alguns patégenos de
vegetais, como as Erwinias da podridédo mole, algumas Pseudomonas ou o fungo
Sclerotium rolfsii podem aqui ser incluidos.

Na rizosfera de determinadas plantas também parece ocorrer uma
seletividade favordvel a alguns tipos de bactérias fixadoras de nitrogénio. Assim,
a rizosfera e o rizoplano de Paspalum notatum sdo, via de regra, colomzados
extensivamente pela bactéria Azotobacter paspali (17). A associagéo de Azospiril-
fum com raizes de certas gramineas (cereais e forrageiras) também ja vem sendo
bastante estudada. Neste caso, os parceircés vivem lado a lado sem a formagio de
estruturas especiais. Entretanto, acredita-se que haja uma troca de metabglitos
entre as raizes e asbactérias (54), ainda que nfio se conhega, até agora, osuficiente
sobre a genética de Azospirillum para fazer qualquer afirmagio categ6rica acerca
da maior ou menor interagio com a planta. Se considerarmosos simples sapréfitas
comensais como os mais primitivos na escala evolutiva, passaremos por diversos
graus de maior ou menor intera¢ao, até chegarmos ac parasitismo verdadeiro, que

A RIZOSFERA 49

se caracteriza pelo uso direto de nutrientes nio excretados por células vivas. O
parasita pode ser definido como aquele que consegue superar as barreiras fisicas
da planta e inativar ou evitar os mecanismos de defesa pré-existentes e induzidos.
Mesmo dentre os parasitas, podemos reconhecer varios estdgios evolutivos, desde
os parasitas fracos e ocasionais até os parasitas obrigatdrios, os quais apresentam
um contato intimo com as células do hospedeiro e sio normalmente muito
especificos.

Assim, hoje em dia, em microrganismos.fitopatogénicos, sabe-se
que hd quatro tipos de genes, gue normalmente ndoséo encontrados em sapréfitas,
cuja fungdo distingue os parasitas dos sapréfitas (23). Estes genes seriam os de
parasitismo (permitem a colonizagio de plantas vivas); de expressio de sintomas;
de amplitude de hospedeiros; e de aviruléncia ou especificidade racial. J4 em 1946,
Flor (21) propds o mecanismo da relagdo gene-para-gene entre hospedeiros e
patdgenos.

E o que seriam os simbiontes de vegetais, senio parasitas extre-
mamente refinados, aqueles que chegaram a tal grau de evolugdo, que, embora
parasitando a planta, ndo lhe causam danos mas beneficios? (16)

Mencionemoso caso de Rhizobium e de Bradyrhizobium, bactérias

simbiontes de leguminosas que induzem a formagio de nédulos fixadores de

nitrogénio em seus hospedeiros. Se nao houver expressio dos genes responsdveis
pela fixagdo propriamente dita, essas bactérias nao passam de simples parasitas
gue debilitam seus hospedeiros através do desvio de energia. Os mecanismos
genéticos complementares nas plantas e nessas bactérias, que possibilitam a
sequéncxa das varias etapas de pré-infecgio, colonizagdo, nodulagio e fungio
nodular, j4 sdo razoavelmente bem conhecidos (Quadro 2). E interessante consta-
tar que vdrios genes requeridos para parasitismo e amplitude de hospedeiros em
Rhizobium sio similares aqueles presentes em Agrobacterium, uma bactéria
patogénica em plantas e classificada na familia Rhizobiaceae, juntamente com os
rizébios.

Outro exemplo que-ilustra uma simbiose muito significativa para
a grande majoria das plantas é a micorriza. Neste caso, os estudos em sua maioria
ainda se restringem a aspectos gerais do efeito da micorriza na planta. Ainda ha
grande deficiéncia de informagbes sobre a ecofisiologia da interagdo raiz-fungo
micorrizico e um total desconhecimento dos genes que governam os processos de
reconhecimento, infeccdo e colonizagio da raiz, bem como da manutengio e
eficiéncia absortiva da micorriza. Entretanto, mesmo neste caso, observam-se
aspectos caracteristicos da co-evolugio entre os sistemas radiculares e fungos
micorrizicos vesiculo-arbusculares. Assim, de uma maneira geral, as plantas que
apresentam raizes de maiores di@metros, pouco ramificadas e com pelos absor-
ventes escassos, sio mais micotréficas (i.e., dependentes da micorriza), do que
aquelas cujos sistemas radiculares sdc mais extensos, abundantemente ramifi-
cados ou fasciculados e/ou que produzem pelos radiculares longos e abundantes
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(7, 14). Isto demonstra que as estratégias adaptativas usadas por diferentes
espécies vegetais sdo profundamente influenciadas pelas interages com micror-
ganismos.
' Em habitats florestais em geral, apenas 10 a 20% da biomassa
vegetal estd abaixo do solo; ja em savanas éridas ou nos nossos cerrados podemos
encontrar até 90% de biomassa subterrinea. Embora essas diferen¢as sejam
geneticamente controladas, € interessante notar que tal proporg¢io pode ser
afetada pela presenca de micorriza. J4 se observou diversas vezes que uma mesma
planta com micorriza apresenta um sistema radicular proporcionalmente menor
do que sem a micorriza (11,31). Isso corresponde a dizer que a micorriza contribui
para uma economia de energia da planta que tem que ser utilizada na busca de
nutrientes, permitindo a inversdo dessa energia na produtividade da biomassa
aérea.

Ainda, fungos micorrizicos podem colonizar, ao mesmo tempo,
raizes de diferentes plantas que crescem em vizinhanga, formando "pontes de
hifas" de uma raiz a outra. Através desse mecanismo poderia haver troca de
nutrientes, por exemplo, entre gramineas e leguminosas consorciadas
(12,22,36,51).

Sabe-se, ainda, que, em pastos consorciados de gramineas e legu-
minosas, freqiientemente o estabelecimento destas dltimas é prejudicado, porque
suas raizes nio conseguem competir na absorgio radicular com as de gramineas.

Quadro 2. Estidios do desenvolvimento nodular e a codifica¢d@o genética no Rkizobium que induz as
diferentes fases

Estidio’ Codigo genético
1. Préinfecgao
a) Colonizagdo da raiz 10¢
b) Adesid a raiz r0a
¢} Ramificagio de pélos absorventes hab
d) Enrolamento de pélos absorventes hac
2. Infecgio e formagio de nédulos
e) Infecgdo da raiz inf
1) Iniciagio nodular noi
g) Liberagdo das bactérias do cordio de infecgdo bar
h) Desenvolvimento de bacter6ides bad

3. Fungdo nodular

i) Fixagdo (redugdo de N a NH4 ") Conif
j) Fungdes complementares cof
k) Persisténcia da fungdo nodular nop

" _ .
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Entretanto, havendo a simbiose dupla da leguminosa com estirpes eficientes de
Rhizobium e de fungo micorrizico, essa desvantagem desaparece, tornando ambas
as pOpulagﬁes vegetgis parceiros equivalentes de uma comunidade (4,6).

INTERACOES DE POPULACOES MICROBIANAS ENTRE SI

. Além das interagbes diretas da microbiota rizosférica com a raiz
algumas das quais foram mencionadas acima, também ocorre uma interag‘ié
d_iret_;a ou indireta (através da raiz) entre diferentes populagges da comunidade
microbiana.Assim, os mecanismos de competigio e de amerisalismo microbianos
séo muito explorados nos programas de controle biolégico de fitopatogenos do solo.

" Através da modificagio de certos pardmetros ambientes (incorporagdo de vdrios

tipos de matéria orgénica, calagem, acidificagdo, adubagio mineral com determi-
nados oompqstos, irrigagdo, drenagem, etc.); podem ser criadas condigbes que
favptegam mlc_rorganismos antagdnicos a diferentes patégenos. A inoculagio de
sementes ou a infestacio do solo com microrganismos antagénicos também podem
resultar num controle eficiente, desde que o habitat rizosférico permita seu
§@b¢lppimentq e manutencdo. Pode, ainda, ocorrer o caso de variedades de
plantas que sfo resistentes a certas doengas por meio da modificaczio genética de
seus exsudatos radiculares, tornando-os impréprios ao desenvolvimento dos ba—
tégenos em questao (10,45,66). ' L

Obviamente, os fendmenos de antagonisto nao se restringem aos
patégenos. Como exemplo, observa-se que Rhizobium estd sujeito a tais 'a(}ées
durante o processo de sua multiplicacio na rizosfera da planta hospedeira. Ja se
observou nodulagéo deficiente de leguminosas devido a baixo potencial de inéculo
de Rhizobium, causado pelo parasitismo de bacteriéfagos ou de Bdellovibrio, pela
predagdo de protozodrios ou pela produgfo de antibiéticos por actinomicetos, cujas:
ﬁ)gpui%g)f)es se multiplicaram intensivamente apés a calagem do solo (ver capitulos

e 16).

Por outro lado, interagbes positivas e sinérgicas, conhecidas pelos
nomes de comensalismo, protocooperagio ou mutualismo séo também de ocorrén-
cia freqtiente na rizosfera. Geralmente, as espécies bacterianas auxotréficas para
vitaminas (43) que se estabelecem em rizosferas, fazem-no como comensais de
outras espécies, produtoras dessas vitaminas. Certas bactérias, tais como Pseu-
domonas ou Rhizobium, propiciam a infecgio e colonizagfio de raizes por fungos
micorrizicos vesiculo-arbusculares, provavelmente através de sua atuagéo direta
na raiz, excretando substéncias que modificam a permeabilidade da membrana
celular (5). A germinagfio de esporos de fungos micorrizicos-VA e o crescimento
dos tubos germinativos podem ser favorecidos pela presenca de outros microrga
nismos (3). _ :
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wr e APLICAGCOES FUTURAS

Embora se tenham dado apenas algumas pinceladas em aspectos
relevantes da ecofisiologia da rizosfera, parece oportuno apontar que as fronteiras
do conhecimento estio avangando rapidamente nesse campo interdisciplinar. As
perspectivas para o futuro sio promissoras do ponto de vista biotecnolégico.

J4 sabemos que & possivel alterar qualitativamente a microbiota
rizosférica, desde que feito com rizobactérias, sendo que as promotoras do cresci-
mento vegetal podem agir através de varios mecanismos, ou seja: a) antibicsepela
excregdo de antibisticos; b) por meio da produgéo de siderdforos que quelam o ferro
e, através disso, inibem o crescimento de certos componentes da microbiota,

citoquininas; e d) pela solubilizagio de fosfatos (8,19,35,39,40,41,42).

Na literatura, podem ser encontrados diversos relatos de solos
condutivos a determinadas doengas, os quais se tornaram supressivos apés a
inoculagdo de rizobactérias selecionadas ou através de préaticas que favoreciam a
colonizacfio de rafzes por tais bactérias (63). .

o Maiores informagdes sobre as propriedades e a constituigio gené-
tica desses colonizadores radiculares levario ao desenvolvimento de inoculantes
microbianos de baixo custo. A consideragio de aspectos biotecnolégicos, tais como
alta concentracio e eficiéncia, aliados a um longo periodo de armazenamento e
facilidade de aplicagiio, poderia resultar em inoculantes de efeito revoluciondrio
na agricultura.

Para alcangar essa meta, bem como manipular outros aspectos da
microbiologia da rizosfera, é preciso que ocorra também uma interagiio simbiética
entre microbiologistas do solo, fitopatologistas, fisiologistas e nutricionistas de
plantas, bioquimicos e geneticistas. - . .
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EFEITOS DE FATORES FISICOS E QUIMICOS
SOBRE 0S MICRORGANISMOS DO SOLO
UMIDADE E AERACAO

: A umidade é um dos fatores mais determinantes, regulando a
atividade microbiana de vdrias maneiras: a) como componente do protoplasma
celular, sendo por isso um elemento indispensdvel; b) modificando as trocas
gasosas e c) dissolvendo e transportando diferentes nutrientes (1).

O teor de umidade € conhecido em % ou pF (logaritmo da altura
da coluna de dgua em cm, que representa a pressiao). Por exemplo, a umidade
equivalente, que & 6tima para os seres vivos do solo, tem pF de -2,7, podendo esta
umidade ser para solos diferentes, equivalente a 20%; 25%, etc. (10).

Contrariamente ao que se pensa, as condigGes 6timas de desenvol-
vimento de um microrganismo nem sempre correspondem a umidade 6tima
detectada a partir de um solo esterilizado e inoculado com 0 mesmo microrganis-
mo, indicando que vdrios fatores interagem para fornecer a umidade adequada,
sendo que extremos de umldade podem ser prejudiciais a atividade microbiana

(5).

A atividade respiratéria de um solo, que é medida pela liberagéo
de COg, indica a biomassa microbiana desse solo e apresenta um pico maximo

1 Secdo de Microbiologia do Solo, CENA/USP, Caixa Postal 96, CEP 13400 Piracicaba, SP.,
( Laboratério de Microbiologiay Controlde Inoculantes, PLAN Agropecuério, MAP, Boulevard Artigas
3802, Montevideo, Uruguay.
@ Segao de Microbiologia do Solo, CENA/USP, Caixa Postal 96,CEP 13400 Piracicaba, SP.
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%4 faixa média de umidade entre 1/100 a 4 bars, ou valores de pF entre 3,0 e
‘A umidade 6tima para as diferentes atividades metabdlicas varia entre os

ti;ios de solo, teor de argila, grupos de microrganismos, vegetacio, etc.

Parte da dgua de um solo € livre ou gravitacional (Figura 1) e se
localiza nos poros grandes, influindo sobremaneira na aeragfio; parte é I:etid-a,
adsorvida as particulas, sendo disponivel apenas parcialmente para utilizagio
pelos microrganismos.

AGUA NO SOLO
Cec

w \/‘U.mu ““'E'q.u\.\/. \ \

\ grosc. = atm 15 atm latm_|1/3 l4o0 ‘
\__ Pehbuladeéouoreﬁdu‘ afmAgw
Particula || por coesdo ‘ Grovitaciom!‘l

\
I }_ Agua Capilar J

|
| Agua aproveitada l' LJ ] |
// /[L* pelas plantas | ] 7 / 1 / j | /

~ Pelicula mais fina de dgua retida por adesdo

Figura 1. Representacio itica do espag » progressivo de pelicula de agua e do declinio cor-
respondente da tensio com que essa dgua € retida por uma particula de solo em um Macroporo-. Sio
representadas, também, a posi¢do da dgua de adesdo, de coesdo, higroscopica, capilar, gravitacional e
as diversas constantes.

A aeracio e a umidade estdo inversamente relacionadas, pelo
movimento e substitui¢io do ar e da dgua. A atmosfera do solo difere da atmosfera
da superficie, sendo a concentragéo de COz de 10 a 100 vezes maior na atmosfel_-a
do solo, acontecendo, porém, o inverso com o teor de Q2. Essas dlferen‘ga.s sdo
devidas a respiragio dos microrganismos e rafzes, que consomem Oze ellmm:iun
CO2. Em geral, o O2 diminui e o CO2 aumenta com a profundidade. As a_ltera‘goes
na constituigido do ar do solo governam o crescimento e atividac!e da microbiota,
pois CO2 e O2 sdo necessdrios ao crescimento. Um solo bem arejado, do ponto de
vista microbiolégico, é aquele em que a atividade de oxigenagdo é mdxima.
Contudo, é pouco provdvel que um solo torne-se suficientemente aerado a ponto
de satisfazer toda biota, devido & dificuldade de movimentagio gasosa nos peque-
nos poros, baixa difusio de O2 em meio liquido e microambientes em que os
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microrganismos estdo situados. Dai, um solo suficientemente aerado para o
crescimento vegetal ndo tem, necessariamente, um 6timo teor de’ Oz para a
‘microbiota (4): e T

' Pouca aetagdio, por outro lado, é consequéncia de 4 drenagem e
encharcamento. Tendo os poros pequenos maior capacidade de retencio de dgua
que os grandes, os solos pesados sdo mais sujeitos 2 m4 drenagem, havendo mau
suprimento de 02, redugéo da velocidade de muitas transformagdes e inibigso
completa de alguns procéssos. Nesse ambiente, novos processos aparécem, alguns
prejudiciais ao desenvolvimento das plantas, como, por exemplo, a libei-ag’ﬁo_de
Hs ou CHy, o aparecimento de inibidores orgénicos & actimulos de fons sulfetos de
ferro e manganés (3). - ’ R

A dgua do solo contém sais inorgénicos em alta dilui¢do, exceto em
zonas dridas, onde podem ocorrer maiores’ concentragdes. Uma concentragdo
adequada de nutrientes é importante para os organismos podendo, através da
lixiviagAo, tornarem-se escassos o nitrogénio, potdssio, magnésio, enxofre e cdlcio,.
havendo no entanto, pouco efeito sobre o fésforo e a matéria orgénica. A marcha
e a amplitude dessas perdas sao reguladas pela precipitagdo, cobertura végetal e
textura do solo (12). ' T L L

s " Num solo hidromérfico, de'um modo geral, ocorre um desgdpareci-
mento da-microbiota composta por fungos e.actinomicetes. As cianoficias e bacté-
rias'anaerdbias se beneficiam desse ambiente. - SR s

. A umidade condiciona a atividade celulolitica. Valores de umidade
metiores-que 50 ou 60%, numa alternancia de umidade e-dessecacio, favorecem
as'formas filamentosas; valores mais altos dao vantagens aos‘organismos unice-
lulares. Com uma umidade de 20% ainda aparecem 0S actinomicetos, com:60%,
aparecem espécies unicamente celuloliticas e com 70% aparecem os fungos; Patra
a atividade lignolitica, de responsabilidade principalmente fangica, as umidades
requeridas sdo altas (70%) para os agentes de podridao branca.

O pF 6timo para nitrificacio se situa entre 1,0 e 2,0, 0 que‘indica
que esse processo é afetado por fortes umidades que reduzem as trocas gasosas.
Existe concordancia em aceitar que valores de pF de 1,7 (tensdes de 0,05 bars)
reduzem sensivelmente a nitrificagéo. ’

A amonificagio parece ser tolerante no plano da umidade, podéndb
existir atividade até valores de pF da ordem de 54 a 5,6, considerados elevados.

Quanto 4 mineraliza¢do das formas orgnicas dos elemerntos do
solo, esta ocorre preferencialmente com valores de umidade préximas a0,33 bars,
sendo ‘a oxidagdo favorecida por tensdes de 0,03 a 0,06 bars, ‘enquanto que a
redugéo ocorre em condigdes contrarias, com menor teor de O2. - DR

A solubilizagéo de fosfatos se beneficia em condigées hidromérficas
porque aumentam os teores de dcidos orgnicos, aumentando também a solubili-
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zagfio de fosfatos férricos por residuos vegetais que sdo decompostos em anaero-
biose. A mineralizacio do fésforo orgénico é fortemente estimulada pela
anaerobiose para alguns tipos de solos, sendo favorecida pela alternncia de seca
e umidade. )
Quando os teores de Oz nosolosdo inferiores a 4% e 8%, hd indugdo
de processos anaerdbios, principalmente ém microssitios onde a difusdo gasosa é
lenta. Estes valores variam em fungdo do tipo de solo. Teores médios de Oz
favorecem processos como a fixagdo biolégica de nitrogénio, a humificacido micro-
aerofilica e a imobilizagdo de nitrogénio. Baixas tenstes de Og, assim como as
tensdes muitos altas (1), diminuem a produgéo de nitratos.

TEMPERATURA

A temperatura do solo é fungio da relagio entre a quantidade de
enefgia calorifica absorvida e perdida, sendo que o primeiro fator depende da
" cobertura vegetal, tipo de solo, umidade, etc. A temperatura dosolosofre variages
didrias e sazonais, com marcada influéncia nos horizontes superficiais, portanto,
nas regioes de maior atividade microbiaha. Desta maneira, vérias pequisas tém
demonstrado a existéncia de uma estreita correlagio entre atividade biolégica
medida pela respiragao ou liberagdo de CO2 e a temperatura do solo medida "in
situ™. _ ) .
. 0 estudo dos efeitos da temperatura na microbiota teltrica deve
ser abordado em dois aspectos fundamentais: um referindo-se a temperaturas
6timas, minimas e médximas, determinando a atividade hioquimica e a taxa de
crescimento; o outro referindo-se a temperaturas letais.

Cada espécie microbiana é caracterizada por uma faixa de tempe-
ratura 6tima de crescimento que permite definir quatro tipos de microrganismos:
1) Mesdfilos: com temperaturas Gtimas entre 25° C e 40° C, com limites minimos
> méximos de 15° Ce 42°C, respectivamente. A este grupo pertence a maioria das
bactérias, actinomicetos e fungos que vivem no solo. Para estes Gltimos, a.temope-
ratura de crescimento é da ordem de 26° C e a de esporulagio é superior a 30° C.
Asalgas, sendo muito sensiveis as variagbes de temperatura, variam suas exigén-
cias ‘de uina espécie para outra; 2) Psicréfilos: onde a temperatura tima de
crescimento é inferior a 20° C, portanto com aptidio de se desenvolver a baixas
temperaturas. A médxima nio supera temperatura acima de 35" C. Pertencem a
este grupo os bastonetes gram-negativos; 3) Terméfilos: apresentando a taxa de
crescimento maximo a 45° C, sendo a minima da ordem de 35°Ca 409 C. Naosdo
muito abundantes nos solos, dependendo do teor de matéria organica. Pertencem
a este grupo, os microrganismos que crescem em pilhas de compostagem e; 4)
Terméfilos faculfativos: desenvolvem-se bem numa ampla faixa de temperatura,
variando desde 28° C até 56° C (5).

1
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Quanto aos processos de atividade biolégica, a celulélise ocorre em
larga amplitude de temperatura, desde 5% C até 65° C. Nesta tltima situacgéo se
enquadra a atividade anaerdbica de bactérias e alguns actinomicetos e fungos.

A lignélise é um processo predominantemente mesofilico, com a
temperatura 6tima raramente ultrapassando 30° C. Os agentes da podridao
branca preferem temperaturas mais elevadas, com um 6timo nivel acima de 35
C, porém, sdo muito resistentes a baixas temperaturas (-20° C) e até estimulados
pela agdo do frio em curtes periodos. Populagdes termdfilas crescendo entre 57°C
e 60° C sériam as responsaveis pela pequena distribui¢@o da lignina (11%) em

' poucos meses.

. A nitrificacdo é estimulada por uma elevagio conveniente de
temperatura, sendo porém, capaz de ocorrer tanto em baixas como em altas
temperaturas, embora ndo existam nitrificadores termdfilos. A temperatura de
atividade minima é menor para Nitrosomonas do que para Nitrobacter, sendo que
esta ultima fica inativa em extremos menores qué 5° C e maiores que 40° C.

. ) Para_oa desniglji_ﬁg:agéo, a temperatura 6tima é muito elevada,
situando-se entre 60" C e 65° C. Em temperaturas baixas produz-se mais N20,

_enquanto que as altas temperaturas favorecem a redugio de N2O a Na. .

: O efeito da temperatura no rizébio varia em fungio da espécie e
do sistema fixador, sendo muito complexo em, provavelmente, todos os estiddios
desde a infecgfio da bactéria na raiz da planta até o funcionamento dos nédulos.

) . Os microrganismos envolvidos no ciclo do fésforo,-responsaveis
pela mineralizagfio do P orgénico, sdo favorecidos pelas temperatiiras altas (40°
C até 50° C) tanto para regioes tropicais como temperadas. A solubilizagio de
fosfatos naturais ndo apresenta exigéncias de temperatura, provavelmente devido
ao grande niimera de espécies microbianas implicadas nesse processo (2).

_ A mineralizagio de enxofre orgnico é favorecida por temperatu-
ras que aumentam progressivamente até 35° C, sendo discreta a temperatura
inferior a 10° C. A oxidacdo do S no solo, porém, é muito sensivel a baixa
temperatura: a 4% C & quase insignificante enquanto que a 23° C & muito ativa
(16).

pH

O Brasil possui grande parte de sua 4rea representada por solos
acidos,9 que apresentam geralmente concentragtes inadequadas de certos nu-
trientes-ou elementos, resultando em problemas nutricionais para as plantas. O
principal efeito da acidez do solo estd na concentragdo de ions hidrogénio, na
deficiéncia de cdlcio, fésforo e molibdénio e quantidades excessivas de aluminio e
manganés (10).
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A inibigsio do crescimento microbiano em valores de pH conside-
rados desfavordveis, resulta nfio s6 do efeito direto da elevada concentragio de H*
ou OH', mas também da influéncia indireta do pH na penetragio nas células
microbianas de compostos téxicos presentes no meio.

: A acdo do pH sobre os microrganismos do solo depende de sua
tolerancia a esse fator. Distinguem-se quatro categorias de microrganismos se-
gundo Dommergues e Mangenot (5): 1) Indiferentes: crescem numa faixa ampla
de valores de pH. E o caso de numerosas bactérias que apresentam crescimento
-satisfatério entre valores de pH 6,0 a 9,0. Para.os fungos os valores variam entre
pH 2,0 a 8,0; 2) Neutrdfilos: preferem pH préximo & neutralidade até ligeiramente
alcalino. Numerosos actinomicetos ndo apresentam crescimento em valores de pH
inferiores a 5,5. As cianobactérias e diatomdceas preferem ambientes neutros ou
um pouco alcalinos, sendo que, com valores de pH menores que 6,0, a atividade
tende a desaparecer; 3) Aciddfilos: séo os que preferem ambientes franca:mente
4cidos; 4) Basdﬁlos néo suportam valores de pH inferiores a 8,0

Quanto as atividades bioqufmicas de "importancia no solo, vincu-
ladas aos ciclos de transformagio dos elementos, observa-se que a celulélise é mais'
ativa em solos alcalinos, sendo que o pH do solo exerce uma profunda influéneia
na composigio da microbiota celulolitica. As bactérias aerébias sdo mais toleran-
‘tes a acidez, sendo sua distribui¢do no solo mais ampla que a das bactérias
aerébias. As micobactérias sdo as mais sensiveis A acidez e os actinomicetos
celuloliticos aparecem nos valores de pH entre 46 e 9.5. Os basidiomicetos
degradadores-do complexo lignocelulésico sdo, em geral, acidéfilos e outros mais
ou menos indiferentes. J4 a lignélise se desenvolve em condigGes de pH baixo por
serde responsablhdade eminentemente fiingica.

Nas transformagées bloqulmlcas do nitrogénio no solo, a nitrifica-
¢fio é considerada exigente em valores de pH préximos a neutralidade. Este fato
pode explicar o efeito espetacular da calagem, existindo, parém, situagbes em que
espécies nitrificadoras séo tolerantes a valores de pH mais baixos, até pH 4,.0. A
amonificacio é muito menos sensivel a mudancas do pH, o que se explica pela
heterogeneidade dos tipos microbianos que compSem este grupo fisiolégico. A
tolerancia & acidez é responsdvel pelo actimulo de nitrogénio amoniacal (NH4*)
em solos dcidos onde néo ocorre nitrificagio. Porém, em solos 4cidos, a minerali-
zagao do nitrogénio organico € mais lenta, porque a microbiota respons4vel nestas
condicdes est4 restrita a escassos grupos.

A desnitrificagio é favorecida por condigdes neutréfilas, sendoseu
valor 6timo de pH entre 7.0 e 8.6. Existem registros de tolerdncia & acidez desde
5,0 até um méximo de pH 10,5. Em valoresde pH 7,0, 0 N20 é pouco abundante,
porque é facilmente reduzido a Ng, fato que néo ocorre em valores menores que
6.0, onde a reducdo de N2O ¢ fortemente inibida (1).
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A microbiota solubilizadora de fésforo é indiferente 4s mudangas
do pH, enquanto que os processos de mineralizacio se apresentam como mais
sensiveis a acidez do solo do que a mineralizagdo do nitrogénio e do carbono da
matéria orginica. Uma elevagio do pH dosolo induz a uma aceleragéo do processo
oxidativo, sendo que os valores mais favoraveis estdo compreendidos entre 6.0 e
7.0 (2).

A oxidagdo biolégica do enxofre tanto como do manganés é favore-
cida pela neutralidade, observando-se resposta a calagem, quando os valores de
pH aumentam de 5.0 até 7.5. Ressalta-se que o Thiobacullus thiooxidans tolera
valoresde pH 1,5 a 2,0. Os processos redutores podem ocorrer em uma larga faixa
de pH, indo desde 5.0 até 9.0 e, de um modo geral, outros fatores do solo sdo mais
determinantes que o pH para a sua ocorréncia (5).

SALINIDADE E PRESSAO OSMOTICA

Quando certos élementos minerais atingem um teor anormalmen-
te elevado no solo, eles inibem parcial ou totalmente a microbiota telarica (7).

O excesso de sais solGveis afeta milhdes de km? de terras poten-
cialmente tteis no mundo, e o potencial agricola dessas terras geralmente néo é
limitado pela falta de radiagfio solar ou temperatura, podendo, se bem manejadas,
tornarem-se produtivas (13).

As medidas de salinidade do solo sGo comumente feitas determi-
nando-se a condutividade elétrica (EC) em S/m ou a pressio osmética equivalente
em bars na solucio de saturagio do solo.

Os solos salinos séo classificados em dois grand% grupos: 1) Solos
sa.lmos (15% Na, teor em sais 0,4 S/m e pH 8,5); 2) Solos sédicos ( 15% Na, teor
em sais 0,4 S/m e pH entre 8,5 e 10,0) (4).

A complexidade do efeito da salinidade do solo sobre os microrga-
nismos é tal, que se torna dificil tirar conclusdes a partir dos escassos trabalhos
publicados nesta érea.

De um modo geral, estes solos constituem um meio desfavordvel
para a maioria dos microrganismos telGricos em razdo da presenga dos ions
toxicos, do pH muito elevado, da estrutura compacta e da tensédo osmética muitas
vezes elevada.

Os microrganismos mais sensiveis sdo os fungos, com excegio dos
géneros Penicilium e Aspergillus que resistem a teores elevados de NaCl de até
10 2 20%. As algas apresentam uma sensibilidade muito varidvel, sendo que altos
teores eliminam a maioria das Diatomdceas e provocam pouco efeito nas ciano-
bactérias do género Anabaena. A adicdo em meio livie de nitrogénio de 10 meq/1,
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de-NaCl em cultura de Azolla mexicana estimula o crescimento com relacdo ao
controle, sem NaCl. -Adigoes de 50 meq/l promoveram diminui¢io (14%) na
produgido de matéria seca, reduzindo o N fixado e o teor deste nutriente na Azolla.
Sais como KCl, MgClg; CaClz, Na2SO4 e MgS04 reduzem mais severamente que
o NaCl(18). o N ‘ : :
Nas bactérias, a resisténcia a altas pressbes osméticas varia
consideravelmente de uma espécie para outra e também dentro de uma mesma
espécie. Azotobacter resiste muitoc mais & salinidade, inclusive em relagdo a
maioria das plantas cultivadas. Os valoresa partir dos quais as bactérias nio se
multiplicam mais, ou morrein, variam dé 2 a 5%, sendo, porém, a capacidade de
fixacdo de Nz reduzida a valores bem menores que esses limites. A capacidade de
fixacdo de N2 das estirpes de rizébio mais tolerantes estd limitada a partir de 0.2
a 1.5% (14;15).

‘A simbiose com Rhizobium é afetada de forma deletéria tanto em
solos salinos como em solos sédicos, desde a proliferacio do rizébio na rizosfera, a
infecgdo.da raiz e ao funcionamento do nédulo. Os estudos dirigidos para estabe-
lecer os efeitos dos sais no crescimento do Rhizobium em culfura tém demonstrado
que sdo precisos altos niveis para inibir o crescimento da bactéria em meio de
cultura. Comparando-se a sensibilidadeé da bactéria e da'planta, foi demonstrado
que’ as ‘bactérias ‘cotiseguem’ sobreviver em niveis salinos inibitérios para o
hospedeiro. N4o se deve assumir gue ndo existam problemas para asimbjose, uma
vez que tem sido constatada diminuigio na sobrevivéncia, sendo a nodulagdo
muito mais sensivel as condi¢tes de salinidade queosistemaradicular, pelomenos
parasoja, que demonstrou um grandeatraso na nodulagio afetando sobremaneira
a producso (11). '

) . De todos os processos bioldgicos, a nitrificacio é certamente o mais
sensivel & influéncia téxica da salinidade. Em fungio do tipo e da natureza dos
sais, o limite de toxicidade situa-se ao redor de 0,02% para NaCl; 0,2%, para
NaCO;3 ou NaHCO3; e 1%, para NagS04. ‘

A redugcdo de sulfatos em solos salinos com altos valores de pH é
particularmente favorecida, j4 que esta reagéo precisa de qondigées anaerdbicas,
além de SO42 e matéria organica (4).

LUZ

. O efeito da luz sobre os microrganismos se exerce diretamente
para agueles presentes na superficie do ‘solo, ou indiretamente, através das
plantas, para aguelés que habitam as cAmadas mais profundas do solo, na regido
de influéncia rizosférica ou em simbiose com os as raizes {ver capitulo 4). Estes
Gltimos dépéndem diretamente dos produtos fotossintetizados que a planta des-
tina A raiz, seja diretamente ou como exsudatos. - T
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As algas, as cianobactérias e as bactérias fotossintetizadoras
precisam de luz e CO2 para se desenvolverem normalmente. A exigéncia de COg
pode ser satisfeita sem dificuldades, porém a luz s6 € disponivel na superficie do
solo. Este.fato restringe o crescimento desses microrganismos verticalmente até
os primeiros 10 ou 15 mm de profundidade de solo (onde os raios de luz ainda
podem penetrar), quando vivendo em condiges fotolitotréficas.

Para as cianoficeas, a luz ¢ indispens4vel também para a fixacio
de N2. Existem algumas evidéncias de que, na presenga de agticares, as cianobac-
térias se desenvolvem no escuro por pouco tempo, porém, nessas condigles, elas
nao fixam Na.

EFEITO DOS MICRORGANISMOS
NAS PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS DO SOLO

A atividade que os microrganismos desempenhajn nos solos estd
intimamente relacionada com a préopria formagdo dos solos, sua fertilidade,
estrutura e condigbes de sanidade, através dos processos de redugio, oxidagio,
producéo de enzimas e liberagio de produtos metabélicos que provocam modifica-
¢bes importantes nas propriedades do solo, tais como o pH, estrutura, temperatu-
ra, ete.

MODIFICACOES DO pH

a) Acidificacao

Existem processos microbiolégicos que sao acidificantes como a
nitrificagdo, sulfoxidagio e, de menor importancia, a produgio de dcido carbdnico
resultante da reagao do COg, liberado pela respiragdo, com a dgua.

O poder tampaéo do solo, a intensidade de reagao de nitrificagdo e
a natureza e a quantidade de substrato amoniacal, sdo fatores que condicionam a
alteragdo do pH pelo processo de nitrificacdo. De um modo geral, as alteragbes se
dio a niveis de microssitios, sem serem percebidas nas determinagdes de pH do
solo como um todo (17).

A sulfoxidagio libera HoS04 e depende do teor de enxofre reduzido
presente no solo, além da produgdo de H2COg3 pela reagdo do CO2 com a dgua. A
figura 2 mostra a acidificacio resultante da sulfoxidacdo em um solo alcalino
enriquecido com S elementar. Qutros microrganismos, principalmente leveduras
do género Lipomyces e varias espécies de Clostridium, produzem grandes quan-
tidades de dcidos orgénicos tais como férmico, acético, butirico, Idtico, oxdlico e
succinico em condigbes anaerébicas. Estes dcidos, além de serem agentes acidifi-
cantes a nivel de rizosfera sdo muito importantes na solubilizacéo de fosfatos e
como agentes complexantes de fons metdlicos.
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Figura 2. Acidificagdo iltante da sulfoxidagdo em um solo alcalino enriquecido com § elementar.
As curvas pontilhadas correspondem a nha nio enriquecida de S.
b) Alcalinizacéao

A alcalinizagdo de origem microbiana ocorre como resultado da -

incorporagéo no solo, de compostos nitrogenados orginicos de baixa C/N como é o
caso de uréia, cianamida cdlcica, farinha de alfafa, etc. O aumento de pH ocorre
devido a acumulacao de NH3 no solo e é mantido em fung¢io da quantidade de
produto incorporado. Dependendo de que a microbiota r}iitriﬁcante seja ou nio
inibida pelo pH elevado e da presenca excessiva de NH®*, a elevacgdo ocorrida
permanecera por mais tempo. A figura 3 ilustra o fendmeno de alteragdo de pH
de acordo com a adicdo dos diferentes compostos nitrogenados.

MODIFICACOES NA ATMOSFERA DO SOLO

A atmosfera dosolo apresenta variagoes na sua composigio, quan-
do comparada com a atmosfera livre. A intensificagao das atividafies microbianas,
como-produto da incorporagio de adubos verdes, restos vegetais, etc., promove
incrementos ‘na concentra¢do de CO2 que pode. atingir até 30% em volume.
Paralelaniente, h4 um consumo de Oz disponivel que, nas situagbes mais drésti-
cas;¢onduz & ocorréncia de anaerobiose, a qual pode:ser agravada, quando
acompanhada por outros fatores, como alta umidade e compactacéio (10).
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- Junto & predugio de COz, hd aumentode N, N20, Ha, CHy e HgS
dos processos anaerébicos resultantes, sendo que este ltimo & téxico quando fica
livre (1). ‘ ' ‘ '

Tanto em microssitios, como a nivel de rizosfera, essas reagbes
induzem medificagbes importantes que limitam o desenvolvimento de outros
microrganismos mais exigentes em condigbes aerébicas. Este aspecto tem sido
considerado de relevancia para o caso'de Rhizobium quando introduzido com
leguminosas forrageiras perenes ou anuais para pastagens. Nestas condigdes, a
bactéria precisa de aerobiose para sobreviver e persistir nas sucessivas estages
de crescimento. '

ALTERACOES NA TEMPERATURA DO SOLO -

Muitas das reagdes bioquimicas de responsabilidade microbiana
séo em parte, exotérmicas, produzindo calor que pode promover elevagio da
temperatura local. Esta medificagio estd em funcdo direta da quantidade de
substrato disponivel para essas reacgdes exotérmicas.

Essas reages normalinerite ndo modificam sensivelmente a tem-
peratura do solo, porém, em alguns habitdts ou microssitios privilegiados, como_
sa0 a rizosfera ou sitios de acimulo de substratos metabolizdveis, o calor produ-
zido pelas reacdes pode ter relevéincia na difusgio dos gases, do vapor d’4dgua e até
beneficiando outros processos rélacionados.
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Figura 3. AplicagOes de sulfato de amémio (O) e cianamida cilcica () induzem & acidifica¢io e alcali-.
nizagio do solo, respectivamente. Cada dose é expressa em mg de N por 100g de solo.
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S Na situagdo particular da compostagem, a elevacéo da tempera-
tura ou termogénese microbiana € a expressio méxima das reagtes exotérmicas
desenvolvidas por microrganismos predominantemente terméfilos. As tempera-
turas atingidas superam os 50" C, eliminando todo tipo de microrganismo meso-
filico (5). ’ :

MODIFICAGCOES NA ESTRUTURA DO SOLO

Devido ao tamanho semelhante dos microrganismes, principal-
mente das células bacterianas com as particulas de argila (mais ou menos 21 m),
existe a possibilidade de existéncia de adesio ou ligagao das particulas de argila
as células microbianas. A natureza dessa adesdo é principalmente quimica e
mediada por substincias cimentantes do tipo das gomas ou mucilagens (8). A
figura 4 ilustra a distribuicéo dos microrganismos entre os microssitios e particu-
las do solo. s . :

Figura 4. Modelo de agregado de s0lo com a presenca de microrganismos (8).

A taxa de adesso dos microrganismos do solo as particulas mine-
rais é, as vezes, considerdvel, podendo atingir até 90% da populagéo. Isso depen-
der4 da natureza do microrganismo sendo as bactérias gram-positivas mais
facilmente adsorvidas, e da granulometria das argilas, onde a montmorilonita &
mais eficiente que a caulinita. O didmetro das particulas influi na adesfio, de modo
que, quanto menor o,diﬂmetro, maior a adesdo.

Os polissacarideos preduzides por microrganismos também irte-
ragem com as partfculas deargila, tendo influéncia na estabilizacfio dos agregados
dos solos. e S e

_ 'Um solo.com étimo tamanho de agregados promove boas condigbes
para o crescimento.das plantas, particularmente para a penetracfo de raizese a
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- emergéncia de caules jovens. Neste tipo de solo, os poros sdo adequadamente

grandes para permitir rdpida penetragio de dgua de chuva, drenagem eretengéio
moderadas, apresentando, portanto boa umidade e boa aeragdo. Néo hd formagao
de crostas, sdo resistentes & erosio e sao geralmente os mais recomendados para
as préticas agricolas. -

A agregacio depende ndo s6 da natureza e origem da substancia
cimentante, como também das condigdes do solo. Por exen}plo, no hidromérfico
permanente, hd maior estabilidade e por mais tempo, porque a degradagsio
microbiana da matéria orginica é mais lenta. A calagem aumenta nio sé a
estabilidade da estrutura pela maior floculagdo da argila, como também pelas
condigdes favorecedoras ao desenvolvimento de uma mictobiota agregante (9).

o A vegetagdo exerce sobre a estrutura do solo um efeito direto e
indireto, cuja importancia estd em fungio da sua perenidadé e composicao floris-
tica. O efeito mais marcante estaria numa pastagem permanente, onde a micro-
biota teldrica adquire caracteristicas quase totalmente rizosféricas e as condigdes
d.e agregagdo se tornam ideais. A rizosfera de gramineas, principalmente, é mais
rica em microrganismos capsulados sintetizadores de gomas. Seu crescimento
radicular, alids de tipo fibroso, favorece a redistribuigio dos produtos formados
no petfil do solo (6). : ‘ R

‘ . A figura 5 ilustra como todas essas varidveis podem interagir e
atudr na formacdo dos agregados do solo. : ' o '

Argilo
Sesquidxidos
hidratados

Microfauna ———=  Microbiota

Vegetacho

Figura 5. A génese de agregados do solo ¢ a interacdo dos agentes bioldgicos e ndo biotdgicos (5).

LITERATURA CITADA

1. ALE)%I';I;J i}é{% M. Introduction to Soil Microbiology, 2.ed., New York, John Wiley & Sons,
. P



72 .. SIUMUI TSAl et al.

2. ANDERSON -G. Assessing organic phosphorus. In: KWASANCH, F. SAMPLE, E. &
- KAMPRATH, E.J. eds. The Role of Phosphorus in agrlculture, Am. Soc. Agron,,
1980.p.411-431.

3. BAVER, L.D.; GARDNER, W.H &GARDNER W.R. Soil physus NewYork John Wﬂey
& Sons , 1972. 493p.

4. BUCKMAN, H.O. & BRADY, N.C. Natureza e propriedades dos solos. Rio de Janelro
Livraria Freitas Bastos S.A., 1976. 594p.

5. DOMMERGUES, Y. & MANGENOT, F Ecologié mlcroblenne du sol, Paris, Masson et
Cia., 1970. 766p

6. ESTEY R.H. Rnots rhnzomes and rhizophaga. In LOHN PERSSON ed., Soxl organisms

as components of ecosystems. 1976. 614p

7. FLOWERS, T.J.. TROKE, P.F. & YEO, AR. The mechanism of salt tolerance in
halophytes. Annu. Rev. Pl. Physiol., 28:21-24, 1877.

8. GREENWOOD, D.J. In: GRAY, T. & PARKINSON, D., eds. The Ecology of soil bacteria.
‘Liverpool Univ. Press, 1968. p.138-157. :

9. HEPPER, C.M. Extracellular polysacharides of soil ba&eri‘a. In: WALKER, N., ed. Seil
Microbiology. A Critical teview. London, Butterworth, 1976. 262:93-111, .

10. MONIZ, A. C Elementos de pedologla. Rio de Janelro, leros Tecmcos e Cientificos,
1975. 459p.

11. PARKER, C.A.; TRINICK, M.R. & CHATEL, D.L. Rhizobia as soil and rhizosphere
mhabltants In: HARDY, RW.F. & GIBSON AH eds A Treatlse on dinitrogen
fixation, New York, John Wiley & Sons, 1977. v.4. p,311- 352

12. PARKINSON, D. Soil microorganisms and plant root. In: BURGESS, A. & RAW,F. eds.
Soil biology, London, Academic Préss, 1967.

13. SINGLETON, P.W,; EL-SWAIFY, S.A: & BOHLOOL, B.B. Effect of salinity on
rhizobium growth and survival. Appl. Env. Micrebiol., Baltimore, 44:884-890, 1982,

14. SPRENT, J.1. The effects of water stress on nitrogen-fixing root nodules. It Effects of
osmotically applied stress. New Phytol., Oxford, 21:451-460, 1972.

15. SPRENT, J.1. The effects of water stress on x{itmgen—ﬁxing root nodules. IV, Effects on
whole plants of Vicia fuba and Glycine max. New Phytol., Oxford, 21.:6(_)3_»—611, 1972.

16. TABATABAIT, M.A. Sulfur in agriculture. Madison, Wisconsin, Am. Soc. of Agronomy
Inc., Crop Sci. Soc. of Am., Soil Sci. Soc. of Am. Publisher, 1986. 758p.

17. WALKER, N. Nitrification. jand :nitrifying bacteria. In: WALKER, N. ed. Soil
microbiology. A Critical review. London, Butterworths, 1975. 262p.

18. WATANABE, 1. & CHOLITKUL, W.: Nltrogen fixation inacid” sulphate ‘paddy soils.
Tropical Agric. Res. Ser., Trinidad, 5:219-226, 1982.

O CICLO DO CARBONO NO SOLO -

Carlos C. Cerrim, Francis Andreux® & Brigitte P. Eduardo®

INTRODUCAO

O carbono mineral na forma de gis carbbdnico é fixado através da
fotossintese pelas plantas verdes na forma de carboidratos, lignina, proteinas,
lipideos e outros compostos orgénicos. Com a senescéncia e morte dos érgios
vegetais aéreos, principalmente folhas e galhos, e a produgfio racinar, esse carbono
organico é colocado em contato com o solo. Esses residuos vegetais, assim como as
de origem animal, ndo se acumulam indefinidamente no solo; com o tempo, todos
se decompdem em gds carbdnico e dgua. Se isto ndo ocorresse, uma fragdo
resistente poderia agora estar cobrindo a superficie da Terra.

Os principais responsdveis por essa decomposicio sdo os micro-
rganismos dosolo, cuja massa ou biomassa microbiana estd permanentemente em
renovagfio. Em dreas geologicamente estd veis, com superficies cobertas por longo
tempo com um mesmo tipo de vegetacdo, o solo apresenta uma condigdo de
equilibrio dindmico onde as perdas anuais de matéria orgéinica sdo balanceadas
pelas entradas anuais. Esse processo é descrito como reciclagem ou "turnover”, e
para o carbono é definido como o fluxo através do conteido total de carbono de
uma dada amostra de solo (9). O tempo de reciclagem é portanto a quantidade de
carbono no solo ou parte dele, relativo a entrada anual deste elemento no sistema.

CONSTITUINTES ORGANICOS DO SOLO

Nos ecossistemas naturais, o carbono organico:é incorporado ao
solo por duas vias principais. A primeira é a via epigea e refere-se aos aportes

(a (,ENA/U SP, Caixa Postal 96, CEP 13400 Pu'aclcaba SP.
@ Convénio ORSTOM/CNPq ' CENA/USP, Caixa Postal 96, CEP 13400 Piracicaba, SP.
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origindrios dos restos vegetais e animais que se depositam na superficie do solo
'.fSa‘i‘a formar serapilheiras ou folhedos, e ainda por compostos orgénicos liberados
pelas folhas vivas e que sdo arrastados pela dgua da chuva, constituindo os
pluviolixiviados. A outra via de entrada é endégena, onde os aportes séo devidos
a exsudagfo da raiz viva (rizodepdsitos) ou aos produtos de decomposi¢io quando
a planta morre. Parte destas incorporagdes € utilizada para a manutengdo e
crescimento da biomassa microbiana (imobilizagfio), parte se estabiliza na forma
de substancias humificadas (humifica¢do) e parte € transformada em substéincias
minerais soldveis ou gasosas, como o gds carbdnico (mineralizagio). O esquema
geral das transformagdes encontra-se na figura 1. :

" RESTOS ORGANKCOS .

Solubiirhedo Ainerolizogdo_
Oxsdocio mars au menas rapida
Botimerizocdo \
NO;
COLOIDES ____meorsavzacho____Jos--
HUMICOS : ror

)
Uneqairzast
LENTA

Figura 1. Rep ¢do esq dtica da degradacdo de restos orginicos.

Admite-se que os restos vegetais constitiem a entrada primdria
de material orgnico para as populagbes faunisticas e microbianas do solo e que
os corpos destas populagbes formam as entradas secunddrias (21).

'NATUREZA DOS RESIDUOS VEGETAIS E ANIMAIS

Nesta se¢do podera ser feita somente uma ampla generalizagio
sobre os principais constituintes dos animais e plantas.

A comiposigio quimica elementar (C, N, P; S e K) dé algumas
plantas, organismos e resfduos estd apresentada no quadro 1. O carbono é o
elemento predominante, com teores de até 60%, enquanto que o nitrogénio varia
entre 0,13 e 15%. O.fésforo, enxofre e potdssio raras vezesultrapassam 1% .
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Quadro 1. Anilise elementar expressa em matéria seca (adaptado de Jenkinson (8))

M"f‘iial Carbono Nitrogénio Fasforo Enxofre Potissio
orginico .
%

Bactéria 50 15 3.2 1,1 el
Actinomiceto 50 11 1,5 04 18
Fungo 44 34 06 04 0.6
Minhoca 46 10 0,9 0,8 11
Milho 44 14 0,2 0,17 0,9
Alfafa 45 33 0,28 0,44 0.9
Madeira ... 0,13 0,006 0,005 0,03
Esterco 37 28 0,54 0,7 51

A fonte de energia disponivel nos residuos vegetais e animais,
usada pelos organismos do solo (decompositores), estd contida numa ampla
variedade de compostos orgénicos tais como carboidratos (polissacarideos, oligos-
sacarideos e monossacarideos), lignina, proteinas, lipideos e pigmentos, entre
outres compostos orginicos.

O substrato orgfnico mais abundante incorporado ao solo é um
polissacarideo denominado celulose, o qual constitui 30 a 60% dos residuos
vegetais. A celulose é um polimero néo ramificado (§1,4) de glicose (Figura 2)
presente nas paredes das células das plantas superiores, algas e em alguns fungos.
Poucas bactérias sintetizam celulose como um polissacarideo exocelular.

H OH CH,OH H _ CH,O0H _
H H 0o H H o
—o H O a ° OH H
4 oIN\gH M H oNoH H
[ H H H
CH20H H OH CH: H

OH
Figura 2. Estrutura da celulose.

OH
H
OH

As hemiceluloses (Figura 3) e componentes pécticos séo polissa-
carideos formados por heteropolimeros altamente ramificados. Alguns desses
polissacarideos servem como reserva de energia e outros como o xiloglican,
arabinogalactan e rhamnogalacturonan formam a estrutura da parede celular dos
vegetais.
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Figura 3. Hemicelulose — Xiloglucln, Heteropolimero da Xilose (XYL) Glicose (GLU) e Galactose
(GAL); Amabinogalactan.

A figura 4, elaborada por Albersheim (1), representa a possivel
arquitetura da parede celular das plantas e mostra a relagio das fibras de celulose
entre si e suas ligagdes com vdrios glicans na matriz de hemicelulose.

A lignina & um polimero muito complexo formado por uma combi-
nag¢do de unidades fenilpropano (dlcoois betaconiferilico, cumdrico e sindpico),
arranjados em trés dimensdes (Figura 5).

Os trés constituintes vitais das substéncias celulares, protefnas,
lipideos e Acidos nucléicos,estio presentes em todos os residuos vegetais e animais
que entram no solo. A quantidade de proteina varia desde menos de 1% na
madeira, até mais de 50% nas bactérias (8). A maior parte do nitrogénio orginico
entra no solo através dos restos vegetais e animais. Fazem parte ainda da
composicdo dos seres vivos quantidades significativas.de monossacarideos; ami-
nodcidos livres € peptideos, além de quantidades reduzidas de clorofila, pigmen-
tos; ‘résinas, terpenos, alcaldides e taninos que sdo também incorporados
naturalmente ao solo. .

. Figura 4, Modelo tridi
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PRINCIPAIS COMPLEXOS* ENZIMATICOS

Enzlmas séo proteinas que catali$am reagoes quimicas espemﬁ-
cds. Elas se ligam & molécula do substrato para formar um comiplexo enzima-sitbs-
trato- transitério, o qual se degrada e orlgma a enz1ma llvre e oS produtos de

degradagao (13).

" Os processos de humificacdo e mmerallza@.o ocorrem sob agdo de
enzimas especificas. Os grupos mais importantes encontrados no solo estio no
quadro 2.

" Rhamnogatacturonan.

Arabinogalactan

Fibra de celuiose

4 | de uma parede celular vegetal. Esq inicial elaborado por Keegstra
modificado por Albersheim (1), L
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De acordo com Ladd (12) as enzimas podem ser classificadas
através de sua origem ou seu modo de a¢f0. As exoenzimas ("abiotic enzymes”) ou
"enzimas cumuladas” sdo definidas como aquelas que agem extracelularmente,
quer na solugdo do solo, ou entio acopladas a componentes inorgdnicos ou
orgfnicos do solo. Elas sio liberadas por animais, plantas (sobretudo pela raiz) e
microrganismos ou, ainda, estio presentes nas células mortas de restos orgénicos.
As endoenzimas agem nas células microbianas em proliferagio. Admite-se que
espécies diferentes tém complexos enziméticos diferentes e é devido a isso que se
explica a diversidade de nichos ecolégicos.

ml: ==0{CH,O0H) CH,OH OH

|
HC ——CH

HOCH, I
CH HC~ o ~CH:

Figura 5. Estrutura da lignina.
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Quadro 2. Principais enzimas do solo

Enzima ou sistema enzimitico Reagdo catalisada
Asparagixias: Asparagina+H,0 — Aspartato+ NHj3
Celulase Hidrélise de ligagBes ~1,4 glucan
Deamidase Acido carboxflico amido + H,0 —> Acido carboxflico + NH;
Desidrogenase e XH; t+aceptor = X +aceptor.H,

Glicosidase Glicosideo + H,0 —ROH + ghucose
Lipase . Triglicéride + 3H,0 —> glicerol + 3 Acidos graxos
Nucleotidase Desfosforilagio de nucleot{deos
Fenoloxidase Difenol+ /2 O, — Quinona +H,0
Fosfatase Ester fosfatado + H,0 - ROH +PO,
Fitase Inositol hexafosfato + 6H;0 —> Inositol + 6PO4
Protease Protefnas — Peptfdeos e amino4cidos
Pirofosfatase Pirofosfato + H,0 — 2P04
Urease . Uréia = 2NH; +CO,

Como os polissacarideos sdo os compostos orginicos mais.abun-
dantes, a decomposi¢io e mineralizagdo de seus produtos tem um significado
especial no ciclo do carbono no solo. Essa decomposicdo & -catalisada pelas polis-
sacaridases (4,11).

Outra enzima de extrema importéncia é a urease, a qual degrada
uréia e tem como produtos finais o 4cido carbénico e a aménia.

As enzimas proteoliticas sdo responsaveis pela degradagio de
aminodcidos; as exopeptidases separam os grupos livres. (-COOH, -NHg2) do final
das cadeias.

Conforme foi mostrado na figura 5, devido 4 sua complexidade, a
lignina é um dos compostos mais dificeis de se decompor. Para tanto, € necessédrio
um sistema de enzimas especificas, que s6 se encontra em poucas -espécies de
microrganismos, como os fungos basidiomicetos e bactérias lignoliticas. Apés a
primeira fase de degradacgio, os compostos aromdticos liberados podem ser meta-
bolizados por uma populagio bastante diversificada de microrganismos (21).

Certas enzimas sdo ubiquas, ou seja, sdo encontradas em quase
todos os solos. Exemplos tipicos sdo a urease, catalase, e fosfatase. Outras enzimas
sdo produzidas no solo somente sob circunsténcias especiais, como por exemplo
a desidrogenase que parece estar condicionada a quantidade de matéria orginica
decomponivel e intimamente relacionada a biomassa do solo (20).
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Os primeiros produtos da degradagéo microbiana séo passiveis de
serem utilizados ¢omo fonte.de energia para os grandes ciclos metabdlicos, ou
entdo, reciclados pelas sinteses microbianas. Podem ainda evoluir mais ou menos
rapidamente por oxida¢do para pollcondensados pre-humlcos

BIOMASSA MICROBIANA

" Por defini¢io (9), a biomassa microbiana é a parte viva da matéria
organica do solo, excluidas as raizes e animais maiores que 5 x 10 pm. Com poucas
excegbes, ela representa 2 a 3% do. carbono,_organico do solo, sendo que sua
prasenga estd relacionada: dlretamente com o teor de matéria orgénica.

+ Os microbiologistas fixaram o conceito da relagfio direta entre
nivel de at1v1dade da biomassa microbiana com a fertilidade do solo, tanto em
ambientes naturais, como manipulados pelo homem, tornando evidente a neces-
sidade de desenvolvimento de métodos simples e confidveis para a determinagdo
da grandeza da populagéo. Para qualquer dominio da Ciéncia do Solo, € interes-
sante determinar as quantidades de C, N ou P que entram na composigio do seu
compartimento vivo, ou seja, a biomassa microbiana.

Diversos trabalhos de revisdo sobre os métodos de quantificacio
da biomassa microbiana do solo ja foram publicados (6;9;16). -

DECOMPOSICAO DE RESTOS VEGETAIS E ANIMAIS

Os processos dée degradagio enzimética microbiana das paredes
celulares dos vegetais sdo conhecidos por celullise e ligninélise.

" Na celulélise, que é um processo rapido, a celulose é hidrolisada
sob agdo do complexo enzimatico microbiano, em oligossacarideos e glicose. As
hemiceluloses sdo degradadas inicialmente para oligossacarideos energéticos e
posteriormente a xilose. As pectinas sio transformadas em 4cidos urdnicos, apés
uma passagem.por oligossacarideos energéticos. .

A lignina & considerada a principal fonte da matéria hiimica do
solo. Devido a sua estrutura polifenélica muito estdvel (Figura 5), sua degradagéo
(ligninolise) é um processo relativamente lento. Suas etapas de transformagao
serdo. descritas posteriormente, no item Génese das substﬁnclas hiamicas
desse capitulo. . -
Outros polifenéis prosem;es nos vacuolos dos vegetals soba forma

deé heterosideos, como os taninos, sio tamibem liberados por hidrélise enzimatica.
Como eles'sdo muito reativos ao ar, se oxidam espontaneamente em pigmentos

O CICLO'DO CARBONO NO SOLO 81

marrons do tipo hamico. Entre os tanings, os chamados condensados podem
constituir precursores ‘dessas substancias hmicas.

Os exsudatos, produzidos pela atividade das raizes das plantas
vivas, séio compostos hidrofilicos seliiveis ou coloidais, formados pot proporgoes.de
proteinas e-polissacaridecs varidveis segundo a planta seu desenvolvimento
vegetativo e as caracteristicas fisicas e quimicas do solo (ver capitulo 4). Em geral
a fragdo de pollssacarldeos predomma e contém uma alta propor¢do de dcidos
poliurdnicos (Figura 6), cujos grupos ‘carboxilicos sdo: responsavexs pela proprie-
dade da troca catiénica desses compostos. v

r OH COOH 0oy

H [

i i
-01 Lo+

! ’ 1

L COOH OH Jn

Figura 6. Exemplo de substincia liberada pelas raizes (acido pqliéalac‘_tur?)nicb)-

Com a morte das células, os constituintes hitrogenados sio trans-
formados por autdlise; os aminoagucares evoluem para aminas e as proteinas para
aminodcidos e polipeptideos hidrossolaveis:A - degradagao dos_geigos ;pucléicos
libera as bases puricas e pirimidicas que se associam as substéncias hamicas ou
entdo sdo adsorvidas as superficies dos argilominerais.

Os constituintes hidrogenados das paredes manifestam maior
remanescéncia nos solos, devido & sua menor velocidade de. decomp051gao E
particularmente o caso da quitina, que constitui uma das principais moléculas
estruturais dos artrépodos e dos fungos, e do 4cido muramico, seu homélogo das
paredes bacterianas (Figura 7).

As clorofilas sdo rapidamente degradadas, mas os produtos finais,
os feoforbideos, podem permanecer no meio em quantidades muito pequenas por
longo tempo,podendo ser usados como tragadores geoquimicos. Os pigmentos
carotenédides, as graxas e céras sdo tambem lentamente oxidadas.

Uma representacio grifica elaborada por Minderman (15) sobre
a velocidade de decomposigdo dos principais constituintes vegetais em condicées
temperadas estd representada na figura 8.

Esta figura confirma a elevada estabilidade relativa dos fenéis e
das graxas, comparada com aquela dos carboidratos.



82 CARLOS C.CERRI et al.

OH C:H (')H
1
0le (‘:Hz (l:Hz
H C—0O H c—© H C—O
o 4 \(':\o ::/,:‘ o é/' NN
SRS TN M TNINER B TN
¢ ¢ ¢ H o
H N—C—CHs H N—C—CHs H N—C—CH:
1 1] ] " 1 1]
o H O H o
B ?H
CH»
f'i (l.? o, OH
7 H )
N9 i/
wofe—
H T—ﬁ—CH5
ch—c—(‘:—'ﬂﬂ H O
H O
Figura 7. Constituintes das paredes 1ul de microrganismos. A:Quitina: parede celular dos fungos.
B: Acido murimico: parede celular das bactérias.
HUMUS

GENESE DAS SUBSTACIAS HUMICAS

A génese das substancias hamicas ou humificagfio é a parte do
ciclo do carbono na qual as formas orginicas do carbono se acumulam e se
estabilizam no solo como indicado na figura 9.

Apesar dos inimeros estudos, a determinacgdo da estrutura das
substancias himicas, bem como a bioquimica de sua formagdo constituem ainda
hoje um dos aspectos pouco compreendidos da quimica do himus. Varias obras de
sintese j4 foram escritas sobre o assunto, das quais destacamos: Kononova (10),
Schnitzer e Khan (18), Gieseking (5) e Stevenson (19).

Existem pelo menos quatro vias principais, esquematizadas na
figura 10, de formagdo das substancias hamicas durante a decomposicfio de
residuos no solo (19). O principal processo é a oxidagéo de substratos hidrolisados
monomeéricos, para conduzir a polimeros macromoleculares de cor mais ou menos
escura e de peso molecular geralmente elevado.
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. Os primeiros estudos consideravam que o himus era formado
diretamente de produtos de degradagio microbiana incompleta da lignina. A
teoria representada pela via 4 foi proposta por Waksman. (24) e resulta das
principais ‘modificagdes da lignina, que perde os grupos metoxil (CH30) com
geragiio de hidroxifendis e a oxidagio de eadeias alifdticas para formar os grupos
COOH. Transformagdes posteriores tal conhecidas levam até a produgdo de
4cidos  himicos e depois os falvicos que, juntamente com a humina, formam o
himus do solo. o R

Na via 3, os aldeidos e &cidos fenélicos; liberados pela lignina

~ durante o*#taque microbiano, convergem enzimaticamente para quinonas, as

quais se polimerizam na presenca de compostos nitrogenados para formdr macro-
moléculas parecidas com o hiimus.

A via 2 é similar a via 3 exceto que os polifendis sio sintetizados
por microrganismos a partir de fontes de carbono ndo ligninicas, como por
exemplo, a celulose. Os polifengis sde entdo enzimaticamente oxidados a quinonas
e convertidos para substancias hamicas. S

Ll

PORCENTAGEM REMANESCENTE ~

| L bt
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Figura 8. Curvas de decomposigio de constituintes orginicos dos vegetais (adaptado de Minderman,
(15).



843 1 ;,CARLOS'C.CERRI et af.

2 . A teoria da formacso do himus a partir de agucares (via 1) é talvez
a mais antiga. Segundo Maillard (14), os aglcares redutores e aminodcidos;
formados como produtos intermedidrios do metabolismo microbiano, continuam
o processo de polimerizacéo néo enzimatica para formar polimeros nitrogenados
pardos semelhantes ao himus.

Asvias 2 e 3, de acordo com Stevenson (19), formam as bases da -

popular teoria dos polifenéis.

Asquatro vias podem operar simultaneamente nosolo, porém, ndo
com a mesma extensio ou na mesma ordem de importancia. A via da lignina pode
operar predominantemente em ‘solos, mal drenados e em dreas hidromérficas,

— CO2-

Respiracao

PLANTA VIVA
'RESIDUOS EXSUDATOS
Lir/vlac&a_- :
Biodegrade¢de e
MATERIAIS MATERIAIS
INSOLUVEIS HIDROSSOLUVEIS
O¥idacte tenfa oxidacio\ rapida

ANIONS
MINERAIS CO2
SUBSTANCIAS
PRE -HUMICAS

Ox/dacao
voridve/

Organizagde

SUBSTANCIAS
Co2 HUMICAS .

Figura 9. Ciclo do carbono no solo.
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enquantoqueasintese a partir de polifendis, nos lixiviados da serapilheira, podem
ser de consideravel importdncia para certos solos sob floresta. Devido A rdpida
assimilagdo biolGgica dos agicares, a teoria da condensagio de aminoagtcares é
vélida principalmente para meios de baixa atividade bioldgica.

A estrutura hipotética dos dcidos htimicos e fiilvicos pode ser vista
na figura 11. : ’

As substancias himicas consistem de uma mistura heterogénea
de compostos, muitos deles ligados entre si'ao acaso, tornando-se praticamente
impossivel representar a estrutura exata de seus encadeamentos moleculares.

Pode-se observar no esquema da figura 11 que os dcidos hiimicos
apresentam grupos fendlicos OH livres e ligados, estruturas de quinonas, unida-
des de oxigénio como ponte e grupos COOH variadamente dispostos no anel
aromdtico. Mostra também o nitrogénio como um componente estrutural, e ainda
a ocorréncia de carboidratos e protefnas. Os dcidos falvicos sdo constituidos
basicamente por dcidos fendlicos e benzocarboxilicos, ligados entre si por pontes .
de hidrogénio com abundéncia de grupos COOH formando uma estrutura pollme-
rica de estabilidade consideravel.

Os principais componentes do hiimus constam do quadro 3. Nao
hd grandes diferengas na composi¢io do htimus de regiées climaéticas distintas do
globo terrestre.

RESTOS VEGETAIS
E

ANIMAIS
TRANSFORMACOES POR MICROGRGANISMOS J Larines s
polifendrs Produros d\e degradacio
A 1 do tignina
Aedeares
Qunonas quinonas
COMPOSTOS
NITROGENADOS
fominas) /
v/2\ 3 /a
SUBSTANCIAS
HUMICAS

(dcidos mumicos, Acidas
Fdlvicos e pumina)

Figura 10. Mecanismos de formagdo das substincias hiimicas (Stevenson, 19).
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importancia (7,22).

dos falvicos (Schnitzer
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Entre as propriedades quimicas do solo que envolvem a matéria
orginica, estdoaquelas relacionadas com a fixacdo, oarmazenamentoe a liberagio
de nutrientes. A capacidade de troca catidnica est4 ligada as cargas negativas de
superficie distribuidas entre os argilominerais e a matéria organica (19). Neste
ultimo caso, os grupos ionizdveis, principalmente os carboxilicos e fendlicos, sdo
aqueles que dfo origem a cargas essencialmente dependentes do pH, ou seja,
quanto menor o pH do solo, menor a dissociagdo e a troca de cdtions. Nos solos,
existe uma proporgédo varidvel de matéria orginica persistente na forma hidroli-
sdvel, que tem como propriedade abaixar o grau de oxidagfio dos cdtions metslicos,
e portanto favorecer a sua solubilizagio e a migragio na forma de complexos. Este
fendmeno conhecido como queluviagio aumenta com a acidez do solo e predomina
nos podzéis (23). O hiimus tem uma fungéo nutricional, na medida em que serve
como um reservatério de lenta liberagio de nitrogénio, fésforo e enxofre para o
crescimento das plantas.

Quando o equilfbrio de um ecossistema natural é rompido e o solo
utilizado para fins agricolas, nota-se que, apesar da incorporagdo dos restos da
cultura, o solo se torna cada vez mais pobre em carbono (2,3,10,17).

Utilizando a técnica isotépica do 13¢, foi possivel acompanhar os
ganhos e perdas de matéria orgdnica e estabelecer a sua origem, em solo desma-
tado cultivado com cana-de-agtcar (Figura 12)..

N 3’:3.77'.:222"

Carbono remansxcente
da smaie notural
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Figura 12. Curva de variagio do estoque de carbono orginico do solo total proveniente da cana-de-agii-
car ¢ remanescente da mata natural, em fungdo do tempo de cuitivo.

CONCLUSOES

Para uma boa compreensdo dos processas integrantes do ciclo do
carbono, pode-se dividi-lo em trés fases principais:
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1. Uma fase anabdlica ou de organizagfo do diéxido de carbono
atmosférico, principalmente pelos organismos fotossintetizadores; -

2. Uma fase de liberacio dos produtos fotossintetizados e de sua
estabilizag¢do no solo.

3. Uma fase catabélica ou de mineralizagfio de substratos organi-
cos e de transferéncia do carbono mineral 4 atmosfera.

Dentre estas trés fases, a segunda e a maior parte da terceira
ocorrem no solo, constituindo o CICLO INTERNO DO CARBONO. Na maioria
das reagoes bioguimicas envolvidas nesse ciclo, participam compostos de nitrogé-
nio, fésforo, enxdfre e outros nutrientes, através da atividade dos microrganismos
do solo. A biomassa microbiana representa uma fragio quase desprezivel do
carbono do solo, embora se possa considerar que ela controla a maior parte das
reagbes que integram o ciclo interno do carbono, conseguindo ‘balancear global-
mente a fotossintese através dos processos de respiragio eddfica.
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POLUIGCAO ORGANICA E SEU CONTROLE

Mircio R. Lambais®

INTRODUCAO

Nos dltimos anes, houve uma grande convergéncia de interesses
nas questoes ambientais, e muito se tem debatido sobre elas. A poluicdo ambiente
estd estritamente relacionada com a atividade humana. Bockris (4) diz que o
homem € o poluente bésico e original, pois durante o longo periodo de existéncia
do planeta e dos animais, sempre houve um desenvolvimento ecolégico harmonio-
s0, disturbado no curto periodo de existéncia do homem. Esse distGrbio era
inevitavel, pois de dificil controle a produgéo e o actmulo de residuos resultantes
do desenvolvimento da atividade humana, visando a adequacio do meio ambiente
as suas necessidades de major conforto e & producdo de alimentos para uma
pPpulagio com taxa de crescimento muito elevada. Os complexos sistemas micro-
biolégicos que reciclam esses resfduos desenvolveram-se ao longo de milhdes de
anos, principalmente no solo. No entanto, a taxa de degradagio dos residuos é
extremamente inferior & sua taxa de geracao, e, além disso, muitos dos residuos
néo sio compostos naturais, e sim sintetizados pelo homem.

POLUENTES ORGANICOS

POLUENTES ORGANICOS NATURAIS

Os residuos organicos tém sido utilizados h4 séculos para melho-
rar a produgcio agricola, através de sua incorporacio direta ao solo. No entanto, a

@ Departamento de Ciéncia do Solo. ESALQ/USP. Caixa Postal 9, CEP 13400 Piracicaba, SP.
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microbiota do solo possui uma capacidade limjtada para mineralizar esses resi-
duos, de forma que sua aplicagio excessiva é capaz de poluir o solo.

A biodegradacao de um residuo orgénico pode ser feita pelos mais
variados caminhos metabélicos, dependendo de sua compesigio, mas tem por
objetivo principal a obtengédo de energia e precursores metabdlicos para a sintese
celular (Figura 1). Os grandes polimeros orgénicos sdo degradados enzimatica-
mente a moléculas menores e soliveis, que sdo assimiladas e metabolizadas no
interior das células microbianas.

POLISSACARIDEOS TRIGLICERIDEOS
ACIDOS GRAXOS

COe

ACIDG PIRUVICO \A‘
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Figura 1. Interconversdes no metabolismo microbiano.

Os processos de degradacdo de compostos orgdnicos naturais,
como celulose, hemicelulose, lignina e amido podem sér vistos com maiores
detalhes no capitulo 6.

A taxa de degradagao das moleculas orgﬁm(as depende. basica-
maente de sua estrutura quimica. A biodegradabilidade diminui com a reducéo do
tamanho da cadeia; e as formas insaturadas sio menos biodegradaveis do que as
saturadas, da mesima forma que as cadeias ramificadas em relagdo as lineares e

S
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as ciclicas, em relagio as abertas (15), conforme o esquema apresentado na figura
2. Os alcanos mais comuns na natureza sfio C7-C36 e o metano (CHy), podendo
ocorrer algumas formas metiladas em ceras de folhas de fumo, algod4o e cana-de-
agacar. A especificidade de degradagio aumenta, & medida que aumenta a
biorresisténcia da molécula, isto é, microrganismos capazes de degradar niicleos
aromdticos normalmente degradam alcanos ramificados, mas nfo cicloalcanos
(Figura 2). '

ALCANOS C10-Ci9

ALCANOS Cr2 - Ci8

GASES C2 -Ca

ALCANOS C5-C9

ALCANOS RAMIFICADOS ATE Ci2
ALCENOS C3 -Cu

ALCENOS RAMIFICADOS

AROMATICOS

CICLOALCANOS

Figura 2. Biodegradabilidade e especificidade de degradagiio de virios hid bonetos (segundo Perry &
Cerniglia, 1973, citados por Overcash & Pal (15)).

POLUENTES ORGANICOS SINTETICOS .
(XENOBIOTICOS)

Dentre os poluentes orgénicos sintéticos, os pes’ticidés sdo os de
maior interesse agrondmico, devido as quantidades extremamente elevadas em
que eles sio utilizados e porque, via de regra, seu destino final é o solo.

Vdrios aspectos do comportamento dos pest1c1das no solo podem
ser vistos com maiores detalhes no capitulo 24.

Muitos microrganismos do solo si6 capazes de degi'adar varios
pesticidas, com maior ou menor rapidez, dependendo principalmente da composi-
¢do quimica dos mesmos (Quadro 1) (6).

PROCESSOS DE TRATAMENTO MICROBIOLOGICO

Os residuos organicos devem passar por um sistema de tratamen
to para redugio de sua carga poluente, medida normalmente como DBO (Demanda
Bioquimica de Oxigénio) ou DQO (Demanda Quimica de Oxigénio). A DBO ¢é
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definida como a quantidade de O2 (mg.l’ !y consumida por microrganismos na
degradagio da matéria organica, a 20°C, num periodo de 5 dias. A DQO éa
quantidade de O2 necessdria para oxidar quumcamenbe a matérla orgénica,
através do dicromato de potdssio (KzCrzO7) em meio dcido a 160° C.

Quando a matéria orginica & facilmente biodegrad4vel, a relagédo
DQO/DBO tende a 1. Essa relagfio pode ser usada para estimar a biodegradabili-
dade relativa de um residuo organico. Uma baixa relagdo DQO/DBO pode indicar
uma alta biodegradabilidade, enquanto que uma alta relagio pode indicar que o
residuo possui apenas uma pequena parte que é prontamente biodegrad4vel
{Quadro 2).

COMPOSTAGEM

O processo de compostagem pode ser definido como uma decom-
posicdo aerdbica e termofilica de residuos orgénicos por populagdes microbianas
quimiorganotréficas existentes nos proprios residuos, sob condigdes controladas,
que produz um material parcialmente estabilizado de lenta decomposig¢do, quando
em condigbes favoraveis (16).

Quadro 1. Bactérias do solo que degradam pesticidas (Alexander (1), Chakrabarty (6))

Compostos

Bactérias

Pseudomonas, Flavo bﬁcren‘um
Arthrobacter, Alcaligenes,
Moraxella

Pseudomonas, Arthro bacter

Pseudomonas,  Alcaligenes,
Flavo bacterium, Bacillus

Pseudomonas, Acinetobacter,
Arthrobacter, Klebsiella

Pseud . Aleali

&

Pseudomonas
Achromobacter, Flavobacte-
rium

Achromobacter, Mycoplana
Agrobacterium, Pseudomonas

Corynebacterium, Pseudomo-
nas :

Pseudomonas

Monofluor e monecloroacetato, moriocloro & monobromopropinato,
monoclorobutanoato, dicloropropinato, cloroetano, clorometano,
cloroetanol

Cloropicrina, 2,3-dicloroalilmercaptana

3 ou 4-Clorobenzoato, 3,5 ou 2,6-diclorobenzoato, mono, di, tri
ou pentaclorofenol, clorosalicilato, clorotolueno

Mono ou diclorobifenil

Clorofenoxiacetatos
Clorofenil-dimetiluréia

Ac. mono-diclorofenoxiacético

Ac. metil-clorofenoxiacético
Ac. dicloropropidnico

Dinitrobutilfenol

Ac. Tricloroacético
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Quadro 2. Relagio DQO/DBO de alguns tipos de residuo (Verstracte & Vaerenbergh (19))

Residuo DQO DBO;(1) DQO/DBO
mg.17!
Esgoto doméstico bruto 500 ~ 300 1,67
Esgoto doméstico tratado _ 50 10 5,00
Vinhaga 60.000 30.000 ) 2,00
Resfduo de curtume 13.000 1.270 10,24
Resfduo bruto de indistria de celulose e papel 620 226 2,74

Res{duo tratado de inddstria de celulose e papel 250 30 8,33

) DBO; determinada apés 5 dias de incubagdo.

Populagdes de bactérias, fungos e actinomicetos utilizam a maté-
ria orginica como fonte de C e energia, além de N, P e outros nutrientes
necessarios ao crescimento e sintese de proteinas.

- As vantagefls da utiliza(;éo do processo de compostagem sio:
a) nfo formagio de gases mal cheirosos;

b} diminuigdo do volume, peso e teor de umidade, em relagfio ao
material ndo compostado facilitando o armazenamento, transporte e disposi¢ao
do residuo;

¢) inativacdo de patégenos (19); e

d) a possibilidade de dtilizagéo do produto final (composto) na
agricultura, contribuindo para a reciclagem dos nutrientes contidos no residuo.

A compostagem pode ser feita em pilhas, com ou sem aeragdo
forgada, ou em reatores fechados com controle de aeragao, umidade, temperatura
e tempo de retencéo. Nestes Gltimos, o processo pode se completar entre 5 e 7 dias,
enquanto que, em pilhas, pode levar de 3 a 8 semanas, ou até mais, para se
produzir um composto satisfatério.

O processo pode ser separado em duas fases: estabilizagdo e
maturagio. Durante a fase de estabilizacgéio, a temperatura atinge aprox1mada-
mente 70-75° C, devido & atividade microbiana, caindo posteriormente. No inicio
do processo de compostagem, os microrganismos quimiorganotréficos (mesofilicos)
oxidam a matéria organica facilmente decomponivel, gerando calor, o que favorece
o desenvolvimento dos microrganismos termofilicos, e a inativagdo de microrga-
nismos patogénicos, como coliformes, Salmonella, Streptococcus e Aspergillus
fumigatus (3). Com a diminuicéo da fonte de energia, a temperatura declina
rapidamente, e a microbiota mesofilica se torna ativa novamente. Neste estdgio,
a matéria orgénica ja esta estabilizada, permanecendo somente aquela de dificil
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degradagdo. A'partir dai, 6 composto deve passar pela fase de maturagfo, onde
ocorre uma lents degradagio da matdria orginica remanescente, até que a parte
volitil atinja aproximadamente 50% (12). :

Os principais fatores que afetam a compostagem sio descritos

abaixo: .
a) Temperatura - é a fungdo da atividade microbiana e pode

diminuir, se houver falta de oxigénio ou umidade, bem como excesso de umidader

A diminuigdo da umidade também é fungio da temperatura.

b) Umnidade -- s umidade 6tima para méxima eficiéncia do processo
esta entre 50 a 60% (em pesc). Abaixo de 40% de umidade, a decomposicao é
aerébica, mas lenta, enquanto que, acima de 60%, a quantidade de poros livres de
Agua é muito pequena, dificultando a difusido do oxigénio e resultando em anae-
robiose.

. ¢) Aeragdo -- a concentragao de Oz necessdria para que néo haja
limitag#o do processo estd em torno de 5 a 10%, nos macroporos. Mesmo havendo
uma concentraco relativamente alta de Oz nos macroporos, 0s microporos podem
se encontrar em anaerobiose, dependendo da umidade do material em composta-

gem (8).

d) Relagio C/N -- a relagdo C/N ideal para uma compostagem
ra’\pfda estd entre 25 e 35. Relagbes menores podem resultar em perdas de NH3
por volatilizagfio, enquanto que relagies maiores resultam em uma compostagem
mais lenta.

e)pH --oétimo estaentre 6,0e 7,5. Valoresde pH extremos inibem
a atividade microbiana durante o processo de degradagio, dévendo ser corrigidos
de forma a ndo aumentar os custos do processamento.

f) Tamanho das particulas -- a redugéo do tamanho das particulas
pode aumentar a superficie para o atague microbiano. No entanto, o excesso de
particulas muito peguenas pode levar & compactagdo e a formagao de grande
quantidade de microporos, favorecendo, consequentemente, o desenvolvimento de
condigdes anaerdbicas. A compostagem de residuos semi-sélidos, como o lodo de
sistemas de tratamento biolgico, exige a mistura com um material de enchimento
qualquer, necessdrio para assegurar estrutura e porosidade adequadas para a
realizagao do processo. Dentre os materiais biodegradéveis, é comuma utilizacdo
de cavacos de madeira ou casca de drvore, devendo ser reposta a quantidade
degradada a cada reutilizago (9, 17). Também podem ser utilizados materiais de
enchimento nio biodegraddveis, tais como, esferas porosas de argila, pléstico,
borracha, ete. (3).

A utilizacso do composto na agricultura é extremamente vantajo-

sa, funcionando como um fertilizante nitrogenado de liberagdo lgnta com agio
residual prolongada, de forma que a eficiéncia de absorgdo pelas plantas aumenta,

_—
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resultando em produtividades maiores, quando comparada aos fertilizantes nitro-
genados soliveis (18). Sua utilizagdo pode aumentar a retengio de dgua no solo

5).

O beneficio do composto pode ser relativamente maior em paises
em desenvolvimento, onde existe falta de fertilizantes quimicos, ou seu prego é
elevado, e onde a degradagdo do solo é intensa (7).

BIODIGESTAO ANAEROBIA

A biodigestdo anaerdbid'de materiais orgfinicos deve ser encarada
néo s6 como uma forma alternativa de obtegdo de energia pela produgao de biogis,
mas, principalmente, como um processo patra o tratamento e estabilizagdao de
residucs agricolas e industriais, com o objetivo de reciclar os nutrientes para a
agricultura.

QO biogds produzido nesse processo é uma mistura de gases que
contém CHy, representando aproximadamente 50% ou mais do volume; COg,
normalmente menos de 50%; vapor de dgua, aproximadamente 5%; € menos de
1% de H2S e NH3. A composicgdo do biogds é fun¢io do material a ser digerido, da
temperatura no interior do biodigestor e do tempo de reteng¢io (2, 13).

; A produgio de CHjy é o resultado de um processo microbiolégico
estritamente anaerébico, onde interagem diferentes populagbes de uma microbio-
ta bastante complexa; o modelo atualmente aceito pode ser visto na figura 3 (14).
O processo global de metanogénese pode ser dividido em trés estddios:

a) fermentativo (acidogénico);
b) intermedidrio;
¢) metanogénico.

No estadio fermentativo, populagbes de bactérias capazes de pro-
duzir exoenzimas hidroliticas degradam os grandes polimeros da matéria orgéini-
ca complexa a moléculas solaveis de baixo peso molecular, normalmente seus
respectivos mondmeros (Figura 3, al ea3). Essas moléculas podem ser absorvidas
€ metabolizadas pelas préprias bactérias que as produziram, ou por populagdes
que ndo sdo capazes de hidrolisar os grandes polimeros (Figura 3, a2).

. A atividade dessas bactérias fermentativas resulta no acamulo de
uma série de produtos finais reduzidos, tais como: 4cidos graxos voldteisde 2a 5
dtomos de carbono, etanol (outros dlcoois e cetonas) e dcidos orgénicos (normal-
mente l4ctico). Devido & grande producio de Acidos orgénicos, este estdgio €
chamado acidogénico, existindo um aciimulo de fons H livres e, conseqlientemen-

te, uma acidificacdo do meio.
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Figura 3. Esquema do processo global de metanogénese (Nyns 614)). '

; No estddio intermedidrio, determmadas populagbes bacterianas
servem oomo llgag:ao entre as fermentativas e as metanogénicas, algumas compe-
tindo com o primeiro grupo e outras com o segundo. Todos esses. grupos de
bacterxas (Figura 3, il, i2, i3, i4, i5) sdo acetogénicas produtoras de hidrogénio
obrigatérias e vivem em sintrofismo com as hidrogenotréficas (Figura 3, m1),
fazendo com que a pressdo parcial de Hz permanega extremamente baixa.
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Quando existe sulfato no meio, as bactérias sulfato-redutoras
(Fxgura 3, i4) podem' tornar-se importantes, competindo com bactérias acetogéni-
cas produtoras de Hz obrigatérias pela obtengio de dcidos graxos voldteis, etanol
elactatoe produzmdo HaS (gas sulf‘ drico).

: . -Um. outro- grupo de bactérias hldrogenotroﬁ(‘as (Fig. 8, ib), as
chamadas Jhomodacetogénicas, sdo capazes de reduzir o COg a acetato somente
(quimiolitotréficas) efou de competir com as fermentativas pela glicose (quimior-
ganotroficas). Esse grupo podgdompetir também com as metanogénicas pelo He
e COg, como, por exemplo, Methanosarcina barkerz e M ethanococcus mazei, que
sao  capazes de realizar as seguintes reagées: .

COz+4H2—-CH4+2H200u
2 CH3 CH20H + CO2 — 2 CH3 COOH + CHy

O terceiro estddio’ é o metanogénico proprlamente dito. Nele, as
bactérias metanogemcas que nag sao bactérias verdadeiras e sim Archaebacteria,
que talvez sejam os microrganismos mais primitivos na escala evolutiva (Figura
4), metabolizam unicamente 0-Hz e COgz a CHs'(Figura 3, m1) e, eventualmente,
o acetato a CHy e CO2 (Figura 3, m2). O primeiro grupo de bactérias, chamado
hidrogenotréfico, é constituido de quimiolitotréficas,e o segundo, chamado aceto-
clastico, é constituido, de-quimiorganotréficas. A classificacido taxondmica ddas
bactérias metanogénicas pode ser vista no quadro 3. Esse estdgio € alcalinizante,
uma vez que hd consumo de jons H* (10).

A aplicagio tecnoldgica do processo de metanogénese é a produgio
de biogds em biodigestores, os quais podem variar muito em forma, tamanho e
tipo de operagéio. Alguns tipos de biodigestores podem ser vistos na figura 5.

Os fatores que afetam a producido de biogds sdo descritos abaixo:

Temperatura -- exlstem duas faixas 6timas onde ocorre a metano-
génese: uma mesofilica (entre 30 e 37° C), mais comum, e outra termofilica (entre
50 e 65 ° C). Os biodigestores devem ser construldos com materiais com bom
isolamente térmico, para evitar variagdes bruscas de temperatura, sendo que, em
alguns casos, hd necessidade de se utilizar parte do biogds produzido para aquecer
o biodigestor.

pH -- 0 6timo para a metanogénese estd na faixa de 7 a 8. Alguns
tipos de substrato podem levar a acidificagio excessiva do meio, diminuindoa taxa
de produgiio de CH4, como, por exemplo, a polpa de café.

Anaerobiose -- as bactérias metanogénicas sio estritamente anae-
rébias e morrem na presenga de O2. O dimensionamento do biodigestor e a
atividade dasbactérias anaerdbias facultativas do estddio fermentativo devem ser
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tais que a taxa de difusdo de 02 no meio seja menor do que a taxa de absor¢éo por
essas bactérias, de modo que o biodigestor ndo precise ser necessariamente isolado
da atmosfera.

Relagdo C/N -- arelagdo entre o C e N prontamente assimildveis

deve estar na faixa entre 16 e 19, para mdxima produgiode CHy. O N & necessdrio
para o crescimento celular; no entanto, excesso de N favorece a formagéo de NHs.

Quadro 3. Taxonomia das bactérias metanogénicas (Kuster & Niese (11), Hungate (10))

Morfologia e
Ordem(1) Familia GEnero.-.... Espécies composicio da
. parede celular
Methanobac- Methanobac- Methanobac- M. formicum Bastonetes longos;
teriales teriaceae | terium M. bryqntii pseudomurefna
M. thermoautotro-
‘phicum
Methanaobre- M. ruminantium Bastonetes curtos;
vibacter M. arboriphilus pseudomurefna
M. smithii
Methanecoc- Methanoco- Metano- . M. vannielli Cocos regulares a
cales caceae coceus M. voltae irregulares; subuni-
. M. mazei’ dades protéicas ¢/
M. thermolitotro- tragos glucosamina ’
phicus
Methanomi- Methanomi- Methanomi- M. mobile Bastonetes curvos
crobiales crobiaceae crobium e curtos; subunida-
’ des protéicas
Methanoge- M. cariaci Cocos muito irre-
nium M. marisnigri gulares, subunida-
M. thermophi- des protéicas
licus
Methanospi- M, hungatei Bastonetes longos
rittum ¢ curvos; subuni-
dades protéicas ¢/
bainha externa
Methanosar- Methanosar- M. barkeri Cocos irregulares;
cinaceae cina
Methanothrix M. soehngenil heteropolissacarf-
deos
Methano- Methano- Methano- M. limicola
plzanales planaceae planus

(1) Bactérias nio classificadas: Methanolobus tindarius, Methanoplesma elizabethii.

POLUICAO ORGANICA E SEU CONTROLE 101

Micronutrientes -- quantidades de Fe®* acima de 2 mM sio neces-
sdrias para maxima atividade das bactérias acetocldsticas. Cu, Ni, Co e Mo
também séo necessdrios. A ‘presenga de HsS pode levar & precipitagio de Fe2*
principalmente.

) Metais Pesados - excesso de Zn, Ni, Pb, Cd e Cu pode ser téXIOO
asbactérias metanogénicas. Esses metais estdo em equilfbrio com o sulfeto, o qual
pode tornd-los insoltveis e anular seu efeito téxico.

Antibidticos -- quando presentes na ragio animal, podem inibir o
desenvolvimento das bactérias metanogénicas, se o esterco dos animais alimen-
tados com essa ragéo for utilizado no biodigestor.

APLICACAO NO SOLO

A utilizagdo do solo como receptor de residuos orginicos requer o
conhecimento das transformacdes quimicas e bioquimicas que os mesmos podem
sofrer. Os residuos vegetais e animais sdo degradados para se tornarem parte do
solo, na forma de himus, possibilitando a reciclagem da matéria orginica para
apmvextamento vegetal. Os residuos podem ser aplicados em solos cultivados ou
nfo. No primeiro caso, deve haver um manejo adequado para que a produtividade
seja mdxima. Em ambos os casos, alguns aspectos devem ser considerados para

" que nio haja problemas de degradagdo e poluigio do solo (1, 11).

m‘n P 4 sucmmus'.
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Figura 4. RelagGes evoluciondrias dos procariotas (10).
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Caracteristicas do Residuo -- o residuo ndo deve possuir uma
concentracio de metais pesados maior do que aquela na gual, apés sua aplicagdo,
a concentracio no solo ndo ultrapasse os limites aceitdveis pela legisla¢do; néo
possuir excesso de ions Na*, K¥, Ca’+ e Mg?*; ser biodegradado dentro de um
periodo de tempo razoével, ndo formando subst4ncias téxicas; possuir relagao C/N
ideal; ter sua taxa de aplicagao adequada as caracteristicas fisico-quimicas do solo
para que néo haja lixiviacdo e contaminaggo do lengol fredtico.

Caracteristicas do Solo -- o solodeve possuir caracteristicas fisicas
que permitam uma boa drenagem e aeracio; e caracteristicas quimicas que
permitam adsorgio dos nutrientes contidos no resfduo ou resultantes de sua
biodegradacéo e da adsorgéo e/ou precipitacdo de metais pesados.

Os residuos sio aplicados na superficie do solo, podendo ou nao
serem incorporados. Os beneficios dessa aplicacdo estdo relacionados com o
aumentoda fertilidade do solo, atravésdo aumento da concentragio de nutrientes,
maior retencio de dgua e melhor estruturagao, entre outros fatores.
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O CICLO DO NITROGENIO

Reynaldo L. Victoria®, Marisa C. Piccolo®
& Alvaro A.T. Vargas® -

INTRODUCAO

'De uma maneira geral, todos os compostos de nitrogénio encontra-
dos na natureza estdo, de alguma forma, interligados, formando o que € comumen-
te conhecido por ciclo do nitrogénio. Um esquema geral deste ciclo pode ser visto
na figura 1. .

Uma grande parte deste ciclo se passa principalmente na camada
superficial dos solos, com vdrios mecanismos de entrada e saida de nitrogénio,
sempre acompanhados de transformagies bastante complexas, formando uma
sucessdo de reaghes de natureza principalmente bioquimica(25, 26). De uma certa
forma, 0 homem, com a introdugéo de técnicas agricolas modernas, tem a capaci-
dade de interferir em praticamente todos os processos deste ciclo. O estudo e
conhecimento mais aprofundado dos fatores que controlam estes processos reves-
te-se, entdo, de grande importincia prética, para que possamos utilizar as técnicas
agricolas de maneira racional, sem perturbar o equilibrio natural do ambiente em
que vivemos. i

As principais fontes de nitrogénio para o solo sdo: materiais
vegetais (como restos de cultura, adubo verde ou serapilheira) ou de natureza
animal, fertilizantes industriais, sais de aménio e nitratos trazidos pela precipi-
tagdo, e a fixagho biolégica de nitrogénio realizada por certos microrganismos.
Destas, as mais importantes sdo os fertilizantes (fixagso industrial) e a fixagdo
bioldgica. A entrada de nitrogénio via precipitaciose devea fendmenos ionizantes,

D Departamento de Fisica e Meteorologia ESALQ/USP, Caixa Postal 9, CEP 13400, Piracicaba SP.
@ Centrode Energia Nuclear na Agricultura - CENA/USP, Caixa Postal 96, CEP 13400 Piracicaba, SP.
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como as radiagbes césmicas e os relampagos, que podem fornecer a’energia
necessdria para a reagdo do N2 com o oxigénio ou com o hidrogénio da dgua. A
fixagdo industrial de N tem crescido consideravelmente nas dltimas décadas,
principalmente devido ao aumento do uso de insumos na agricultura. Antes da
fabricagfio em larga escala de fertilizantes, e do aumento do cultivo de variedades

de leguminosas com alto potencial de fixacdo bioldgica de N2, a quantidadede N -

retirada da atmosfera por processos naturais de fixagio era quase equilibrada em
relagdo A quantidade devolvida & atmosfera pelos processos de volatilizagfio e
desnitrificagao (11). Nos dias de hoje, ja ndo podemos estar seguros de que os
processos de volatilizagio e desnitrificagio sejam equivalentes aos de fixagéio. Pela
sua grande importéncia, a fixacdo biol6gica de nitrogénio sers tratada em capitu-
los & parte. As perdas de N se devem principalmente & remocéo pelas culturas, a
erosio, a volatilizagdo na forma de amdnia e & desnitrificacso, na forma de 6xidos
de N e N2. Neste capitulo, serd discutido somente o processo de desnitrificagso,
devido a sua natureza blolog'lca Delxamos de .discutir os demais processos de
perda que sdo controlados por processos mecAhicos ou fisico-quimicos.

argita

v
liziviacdo
Figura 1. Ciclo do nitrogénio no solo. Reimpressio da figura 1, Stevenson (26), com permissio da
American Society of Agronomy. Inc, Crop Science Society of America Inc. e Soil Science Society
of America Inc.
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MICRORGANISMOS DO SOLO

O ciclo interno de N no solo é o controlador da disponibilidade de
nitrogénio para a nutrigdodas plantas. Apesar de sua grande import4ncia, nota-se
que nas tltimas décadas, pouca atengio tem sido dada aos estudos dos processos
de transformacio de N nos solos, principalmente no Brasil.' A maior parte dos
esforcos de pesquisa tem sido voltada para o estudo da fixagdo biolégica de N2, e
pouca atengiio tem sido dada aos processos microbianos de transformagdo de N
nos solos. A maioria dos processos de transformagfo de N no solo é mediada por
microrganismos. Procuraremos neste tépico dar uma rédpida visdo das caracteris-
ticas dos principais grupos de microrganismos envolvidos nestes processos. Uma
visAo mais profunda foge aos objetivos deste capitulo.

Dos microrganismos dosolo, os mais importantes do ponto de vista
das transformagbes de N sdo os fungos e as’bactérias. Os actinomicetos e as algas,
embora também participem dos mesmos, tém importincia relativamente menor.
Os fungos, por nio-possuirem cloroﬁla dependem de carbono orgénico pré-forma-
do para suas sinteses celulares. Desta maneira, geralmente usam amoénia ou
nitrato como fonte de N, mas também metabolizam protefnas, dcidos nucléicos e
outros complexos orginicos. A capacidade de utilizar-substéncias protéicas &
caracteristica de fungos que mineralizam fracbes nitrogenadas orgénicas, produ-
zindo am6nio ou outros compostos nitrogenados snmples, ao mesmo tempo libe-
rando carbono para sintese celular.

As bactérias constituem também um grupo de atuagio destacada
nos processos de transformag:ﬁo de N nos solos. Atuam na decomposi¢cdo da
matéria orginica e sio as principais responsaveis pelos prooessos de mtnﬁcagao
e desnitrificagiio, como ser4 visto adiante.

OS PROCESSOS DE TRAN SFORMAQOES
DE NITROGENIO NO SOLO

A seqiiéncia de transformacdes pelas quais passa o nitrogénio no
solo pode ser visualizada no esquema seguinte:

I
' I v v

N org. - _ j i > ""4 11] y N02 -— v‘ NOJ

Vi

No



REYNALDO 1 VICTORIA et al.

: " O processo de transformacio de N orgénico em nitrato é chamado
dé mineralizacfio e é composto pelos processos de amonificagdo (1) e nitrifi-
cacdo (III e IV). Nesta seghiéncia, o passo limitante ¢ a amonificacso, mediada
por microrganismos quimiorganotrdficos. A nitrificagéo ocorre geralmente de
maneira mais rdpida, mediada por microrganismos quimiolitotréficos especiali-
zados. A imobilizagao (IT) é caracterizada pela utilizacdo do N mineral disponivel
durante o metabolismo microbiano, ocorrendo simultaneamente & mineralizacso.
A desnitrificaciio (V e VI) é um processo de respiragio anaerébia que resulta em
perdas gasosas de nitrogénio (Ver figura 2).

hiod
Azotobacter
Seiorinchin
.
Anverdbico

v /r—_ ﬁno.c&o do N2
o

Pseudomanos \ éria foloisintéti

. e outres N Bactéria fotodsintética
onaerdbicos \ 0~ N>
facuitativos.

Figura 2. Ciclo de oxi-redugiio para o nitrogénio. Os éstados de oxidagio para os postos-chave deste
ciclo sio: N-orginico (R-NH3) =-3; NH3 =-3; N; =0;N,0 =+ ;NO; =*3; NO3 =*5. Reimpressio
da p.643, Brack & Madigan (6), Biology or Microrganisms, 6.ed., 1991, com pesmissio da Prentice
Hall, Englewood Cliffs, New Jexsey. .

AMONIFICAGCAO

¥ o processo de conversdo de N orgéinico em aménio, sendo o passo
limitante da mineralizacdo. £ relativamente lento e nédo requer a presenga de

microrganismos especificos para ser levada a cabo. Muitos microrganismos qui-

miorganotréficos sdo capazes de efetuar esta transformagéo, tanto em condigbes i
aerébias como anaerébias. Neste Gltimo caso, as taxas de transformagiosao ainda '
mais lentas. A formagfio de aménio é tipicamente o resultado de um processo-de
excregio de N celular durante a decomposi¢ao de formas organicas de N. Sendo o

primeiro produto resultante da decomposicdo de matéria orgénica, o aménio foi, [
|

a principio, bastante utilizado por microbiologistas para quantificagio das taxas
de mineralizacao. Foi, porém, logo observado que os resultados obtidos eram, na
maioria das vezes, contraditérios e de dificil interpretagio (1). Mesmo a produgéo

|
de nitrato, apesar de sujeita a menores criticas, pode levar a interpretages “
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errdneas dos resultados. O procedimento mais aconselhdvel é, entao, a determi-
nagfo de todas as formas de N mineral, estudando-se a. mineralizagéo como um
todo. Esta é a principal razio pela qual poucos sdo os trabalhos especificos sobre
amonificacio que podem ser encontrados na literatura. Qutro fator complicador
na interpretagio dos resultados, e que deve aqui ser lembrado, é o fato de que a
formagio de N mineral em solos é sempre acompanhada pelo processo reverso, a
imobilizacio em formas orgAnicas durante o metabolismo celular. A medida da
produgiio de N mineral, calculada pela diferenca entre as quantidades determina-
das em dois tempos diferentes, é entdo, na realidade, o resultado liquido destes
processos opostos e néo a taxa absoluta de produgéo (2). Além disso, os processos
de lixiviagdo e desnitrificagdo também tém papel importante no controle da
quantidade de N mineral presente em um solo, em um dado instante. Dessa
maneira, embora a produgdo de N mineral possa ser grande, a taxa calculada pode
sernula, ou até mesmo negativa (1). Percebe-se, entdo, que as maioresdificuldades
encontradas para os estudos das transformacgdes de N nos solos sdo de natureza
metodolégica, que podemi pelo menos em parte, ser contornadas pelo uso de
compostos marcados com . : .

Uma vez disponivel no solo, o amdnio pode seguir virios caminhos:

a) Pode ser absorvido em quantidades razodveis por alguns dos
préprios amonificado. ou por outros microrganismos capazes de utilizar este

composto;

b) Pode ser absorvido por vegetais superiores, que, em sua grande
maioria, tém a capacidade de  sorver diretamente esta formade N;’

¢) Pode ser adsorvido pelos minerais de argila, passando a fazer
parte do complexo de troca do solo;

d) Pode ser fixado no solo pela sua inclusio entre as laminas dos
minerais de argila do tipo 2:1, tornando-se, desta maneira, indisponivel para as
plantas;

e) Pode ser oxidado a nitrato por certas espécies de bactérias
quimiolitotréficas que o utilizam como fonte de energia, iniciando assim o processo
de nitrificagdo.

NITRIFICACAO

A nitrificacdo é um processo de natureza estritamente biolégica,
descoberto por Winogradsky entre 1889-1890, com o isolamento de "bactérias
nitrificadoras”. Pode ocorrer nos mais variados ambientes e € de vital importincia
para a produtividade prim4ria, ciclagem de nutrientes, tratamento de residuos e
qualidade de sguas e da atmosfera (25). K definido como a oxidagdo de amdnio a
nitrato mediada por microrganismos que podem ser quimiolitotréficos ou quimior-
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ganotréficos. Os primeiros sdo os ptincipais responsdveis pela nitrificacéio em
solos, sendo os Gnicos diretamente ligados a nitrificagdo em ambientes naturais.
Sao bactérias gram negativas da familia Nitrobacteriaceae, que sio-capazes de
retirar a energia necessdria para seu crescimento da ox1da§ao de N amoniacal ou
nitroso. Os diferentes géneros e espécies envolv1dos nesses processos estio rela-
c1onados no quadro 1.

Quadrp 1. Microrganismos qumuohﬁotroﬁoos, responsaveis peh nitrificagio do amonio no solo (Schmnlt
(24), Focht (12) ¢ Focht & Verstraete (12) .

Crescnmento em culunn pura

Espécie Tempo
. : : Tempetatum s . oH - . para geragdo
°C. L horas
. Oxidaglio doNH4 a NO,~
Nitrosomonas europaea 5-40 - 5,8-95 12,7 -
Nitrosospira briensis 25—_3(_)- Ny o 7,5-80 20,9
' (6timo) . (8timo)
Nitrosolobus multiformis - 15-30 - T 6,0-82 16,0
Nitrosovibrio tenuis P R :
) O)udago doNOQ; a N03
Nitrobacter winogradskyi ‘ " 5-40. 7 57-102 _ 15,1

Nitrobacter agilis v “ee 13,2

A nitrifica¢ho ocorre em duas etapas:

a) Nitritacfo: que é a transformagéio de am®bnio a nitrito, levada
a efeito por bactérias do género Nitrosomonas, através da seguinte reagéo: -

NH; + 1,6 O2— NOg + 2 H* + H20 + 66 Kcal

b) Nitratagfio: que é a transformagfio de nitrito a nitrato, levada
a efeito por bactérias do género Nitrobacter, através da reagéio:

NO2™ + 1/2 02 _—>VNO3' + 18 Kcal

Alguns microrganismos quimiorganotréficos, como, por exemplo,
bactérias dos géneros Pseudomonas, Bacillus, Corynebacterium e Achromobacter,
séo capazes de efetuar a nitrificagio, acumulando NO2™ em meio contendo NH4",
O fungo Aspergillus flavus forma NO3" na presenca de NH4,+ Entretant;o  embora
exista a comprovagae em_ meio-artificial, de que estes . Ticrorganismos, podem
oxidar o0 NH4'; niio existem. evxdéncnas de que 0 mesmo, possa ocorrer no solo, em
condigdes naturals e S . .
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Junto com a amonificagéo, a nitrificagio exerce papel fundamental
nos mecanismos de perdas de N dos solos, principalmente os de perda por via
gasosa. A adicdo de uréia ou de fertilizantes amoniacais em um solo pode induzir
a variagdes de pH (19). Apés a hidrélise da uréia, a amdnia formada é imediata-
mente hidrolisada com produgéo de hidroxila e consequente aumento do pH (14):

NHz + HoO'— NH4* + O

Nos locais de aplicagio do fertilizante, o pH pode chegar a 10 (19),
predominando neste caso em solugfio a forma NH3, que pode volatilizar neste pH.
Com a seqiiencia do processo, 0 NH4* é oxidado a NOj3™ (nitrificacda), com a
produgdo liquida de dois fons H' e consequente abaixamento do pH. O nitrato
formado, conforme as condig3es, pode ser perdido por lixiviagdo ou desnitrificagso.
Como conclusio, a adigio de uréia a um sol6 deve causar um aumento inicial do
pH, que decresce para valores abaixo do original apés completa nitrificagio do
amdnio, e caso néo haja perdas substanciais do N (18). Em solos com boa aeragio
e néo fertilizados, a oxidagio do nitrito é mais répida que a do amdnio, nio
havendo, portanto, acimulo de nitrito na maioria dos solos. Como 0 NO2™ serve de
precursor na formagéo de nitrosaminas, esendoambos os  compostos considerados
como agentes carcmogémoos a rapldez com que o nitrito é oxxdado aNO3 diminui
seu impacto nocivo sobre os seres vivos.

Pela importancia que tem para a nutrigdo de plantas cultlvadas
o controle das concentragdes de amonio e nitrato em solos, pela utllxzagao de
fertilizantes de liberagdo lenta e inibidores de urease e da nitrificagio, tem
recebido atengio especial nos ultimos anos por parte de pesquisadores do mundo
inteiro. Como exemplo de fertilizante de liberagéio lenta, podemos citar a uréia
recoberta com enxofre, cera impermeabilizante, ou outro material que lhe confira
a propriedade de se solubilizar lentamente no solo. Também s#o bastante utiliza-
dos, especialmente em culturas de arroz irrigado, os supergranulos de uréia
(péletes de 5 a 7 mm de di&dmetro, que t&m a sua dissolugéo retardada).

Os inibidores da nitrfﬁcag:éo podem ocorrer naturalmente, como

certos aminodcidos e bases nitrogenadas liberadas durante a decomposigio da

matéria orginica, e substincias liberadas pelas raizes de algumas plantas. O uso
de inibidores artificiais, tais como N-SERVE e agrotéxicos (fungicidas, fumigan-
tes, herbicidas, etc.), tem recebido atengio especial de pesquisadores, alguns deles
se mostrando como potentes inibidores da nitrificagio em solos (8, 20, 21, 23). Os
resultados obtidos sdo ainda controvertidos, sendo alguns deles benéficos (14, 15,
16, 18, 21, 27), ou adversos, com aumento das perdas de N por volatilizagdo de
ambnia (8, 9, 17, 22). Em principio, a utilizagéo de inibidores de nitrifica¢do tinha
como objetivo principal, a redugédo de perdas por lixivia¢do de nitrato, mas sabe-se
hoje que certos inibidores sio capazes de reduzir perdas gasosas via desnitrifica-
¢fo quimica e biolégica (18).
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Fatores que afetam a nitrificagao

Os principais fatores que podem influir na nitrificacdo em solos
sdo:
' a) Aeragdo: sendo um processo de oxidagio estritamente aerébio,
a nitrificagdo depende da presenca de oxigénio. Desta maneira, qualquer procedi-
mento capaz de aumentar a aeracdo de um solo acelerard, até certo ponto, a taxa
de nitrificacdo. Em ambientes anaerébios, a nitrificacdo mediada por microrga-
nismos quimiolitotréficos néo ocorre.

b) Temperatura: a temperatura mais favoravel para o prowsso
de nitrificacdo se situa na faixa entre 26 e 320 C, cessando acima de 51° C (7).

c)Umidade: além de estar indiretamente associada com aaeragio
do solo, a umidade exerce também influéncia direta na nitrificagdo, que pode ser
retardada por condigbes extremas de umidade, quer reduzidas, quer saturadas. O
teor 6timo de umidade para a nitrificagio pode ser considerado, em geral, o mesmo
que o exigido para o crescimento 6timo de vegetais superiores.

d) Calagem: a calagem estimula a nitrificagdo em solos dcidos. O
processo de oxidagdo exige abundéincia de bases trocdveis, o que explica em parte
a baixa taxa de nitrificacdo encontrada em solos minerais acidos (6). Os microrga-

nismos responsdveis pela nitrificagio sdo também sensiveis a valores baixos de .

pH e requerem um pH na faixa de 7,0-7,6 para atingir o seu crescimento ideal.

- Em solos 4cidos, a populagfio destes grupos, Nitrosomonas e Nitrobacter, é extre-
mamente baixa, e sua atividade muitas vezes sequer é detectada. Isto tem
sugerido a possibilidade da nitrificagdo causada por microrganismos quimiorga-
notréficos, adaptados as condigdes de acidez do solo. Entretanto, mesmo em solos
acidos, podem existir micro-habitats a pH elevado, onde a acidez nfo é o fator
limitante para a nitrificacfo.

e) Fertilizantes: a aplicagdo de quantidades elevadas de fertili-
zantes amoniacais a solos alcalinos inibe a segunda fase da nitrificacdo (5). Nestas
condigdes, a amdnia formada € toxica a Nitrobacter, sem exercer influéncia
prejudicial a Nitrosomonas. Como resultado, quantidades toxicas de nitrito pode-
rio se acumular no solo.

f) Relagdo C/N: a relagiio C/N de materiais vegetais incorporados

a um solo tem influéncia-marcante nas transformacoes de N, em especial na
nitrificagdo. Relagdes C/N elevadas causam a imobilizagio do N mineral, pelo
menos tempordria, cessando a nitrificagio por falta desubstrato e podendo causar
deficiéncia de N para os vegetais superiores. Tomemos, como exemplo hipotético,
um solo cultivado e que ofereca condigdes favordveis a nitrificagio. A presen¢a de
nitrato se encontra em nivel razoavelmente grande e a relagio C/N dosolo é baixa.
Os organismos responsdveis pela decomposicio da matéria orginica se encontram
em nivel reduzido de atividade e a produgio de CO2 é minima: Um exemplo desse
efeito pode ser visualizado na figura 3.
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IMOBILIZACAQ

RAZAO
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MINERALIZAGAO
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MlvELl EVOLUGAO NOVO NIVEL

NO3 i / o2 DE NO3
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Figura 3, . Transformagdes nos niveis de nitrato atendendo 3 d sicio iduos orginicos no

solo., Relmpressao da figura 5.5, Stenvenson (25) com permissio da  Yohn Wnley & Sons, Inc.

Se a este solo adicionarmos quantidades elevadas de resfduos
orginicos com alta relagdo C/N, a microbiota quimiorganotréfica (bactérias, fun-
goseactinomicetos) que atua na decomposi¢cdo da matéria orginica torna-se ativa,
multiplicando-se rapidamente e produzindo CO2 em grandes quantidades. Nestas
condigdes, o nitrato praticamente desaparece do solo, 0 mesmo devendo ocorrer
com o aménio, caso presente. Durante um certo periodo, predominam condigbes
de pouca ou nenhuma disponibilidagde de N mineral para os vegetais superiores.
Com a continuidade do processo de decomposigio, diminui a relagdo C/N do solo,
uma vez que o carbono esta sendo perdido na forma de COz e o N sendo conservado
pela formacfo da massa celular microbiana. Esta situagio continua até que os
residucs vegetais atinjam uma relagio C/N em torno de 20. Neste ponto, a
atividade de microrganismos decompositores, pela falta de C facilmente oxidavel,
diminui gradualmente, e também a formagédo de COz. O N deixa de ser limitante
para os processos microbianos, passando, entdo, a haver liberagao de N mineral.
A nitrificacdo volta a ser ativa, produzindo nitrato em niveis até superiores as
condigdes originais.

Da mesma forma gue o amdnio, também o nitrato, uma vez
disponivel no solo, poderd seguir védrios caminhos:
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a) Ser absorvido pelas plantas. O NO3™ é o ion nitrogenado absor-
vido preferencialmente pela maioria das plantas cultivadas.

b) Ser reutilizado pela atividade microbiana do solo, caso ocorram
novas condigdes favordveis a imobilizag&o.

¢) Sendo um ion bastante mével no solo, em condigdes de alta
umidade e fluxo descendente de dgua, poderd ser lixiviado.

d) Ocorrendo condigdes de balxa concentragdo de oxigénio, podera
ser perdido por desnitrificagéo.

IMOBILIZACAO

O termo imobilizacao refere-se a qualquer mecanismo que contri-
bua para um decréscimo do nitrogénio mineral disponivel no solo. Pode, portanto,
incluir processos biolégicos (como a assimilagdo por microrganismos e conversao
para formas orgénicas) e nao biolégicos (como a fixacdo de amonio em certos tipos
de argilas). E um processo que ocorre simultaneamente as outras transformagoes
de N no solo, sendo a sua quantificagdo metodologicamente dificil. O uso de
compostos marcados com o isétopo estdvel ““N pode contornar em parte estas
dificuldades (4). V4rios sao os fatores que podem afetar o processo deimobilizagao
biolégica de N em um solo:

a) Temperatura: a influéncia da temperatura na imobilizagdo de
N pode ser vista na figura 4, que mostra as mudancas no N inorginico total e
marcado, em fungéo do tempe e da temperatura, em um solo franco-argiloso ao
(1;5ual foram adicionados 1% de palha e 100 ppm de sulfato de amdnio marcado com

Pode ser ooservaau que a yuanuuaue cotal de N eventualmente
imobilizada nao é afetada de maneira marcante pela temperatura, tanto para N
total, como para N marcado. Porém, as taxas de imabilizagio, medidas pelo
coeficiente angular inicial das curvas de mudanga no N inorgénico, sdo fortemente
afetadas, sendo que as maiores taxas estéo associadas a temperaturas mais altas.
A mineralizagdo do N marcado (o inicio da mineralizacdo est4d associado com os
pontos de inflexio das curvas) é muito menor que a observada para o N total,
indicando que o N mineralizado € derivado preferencialmente de fontes nativas.

b) Relagdo C/N: como visto anteriormente, a relagdo C/N de
residuos organicos adicionados a solos é de fundamental importéincia no controle
da quantidade de N mineral disponivel para as plantas. Residuos com alta relagdo
C/N levam a uma imobilizag¢do do N disponivel, que € utilizado pelos m\crorgamsr
maos responsdveis pela decomposigao (Figura 3).

- De uma maneira geral,a relacfio C/N para a qual a mineralizacdo
passa a predominar se situa em torno de 20 nos solos de clima temperado. Poucas
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informagdes existem para solos em nossas condigoes. O tempo necessdrio para que
ocorra o decréscimo da relagiao C/N até niveis onde passa a predominar a minera-
lizagdo depende de fatores como a taxa de adigdo de residuo, temperatura e nivel
de atividade microbiana do solo, etc. Uma estimativa razodvel se situa em torno
de 4 a 8 semanas apés a adic¢ao dos residuos. Portanto, do ponto de vista prdtico,
devem ser evitadas as adig¢ées de restos vegetais com alta relagdo C/N a um solo,
na época imediatamente anterior ao plantio de uma cultura. A imobiliza¢do que
fatalmente devera ocorrer pode causar deficiéncias de N na cultura, caso nio seja
adicionado concomitantemente N mineral ao solo.

DESNITRIFICACAO

A desnitrificagdo ¢ definida como um processo de respiragfio
anaerdébia levado a efeito por certos microrganismos capazes de utilizar nitrato ou

nitrito como aceptores finais de elétrons em lugar do oxigénio (11, 12). E, portanbo

o T.2°C
O 239°C
0 32,2°C

VARIACAO DE N INORGANICO ppm

Figura 4. Influéncia da temperatura na variagio do N inorginico marcado e total em solo franco-argiloso
(Broadbent (4)).
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um processo de redugéo bioguimica do nitrato ou nitrito a formas gasosas de N,
principalmente N2 e N20. A seqiiencia de reagdes € indicada a seguir:

2NO3j —-2N0z — 2NO —N20 — N

A desnitrificaciao biolégica, juntamente com a volatilizacdo de
amdnia, constituem as mais importantes vias de perdas gasosas de N do solo.

As perdas de N por desnitrificacdo sédo, de uma maneira geral,
estimuladas por condigbes de drenagem deficientes, md aeragéo, presenga de
quantidades excessivas de nitrato ou qualquer outra condigdo que favoreca o
aparecimento de condi¢des redutoras no solo. Os microrganismos envolvidos na
desnitrificacio séo bactérias quimiorganotréficas que, sob condigées de anaero-
biose, sdo capazes de usar formas oxidadas de N como aceptores finais na
respiragdo. Séo, portanto, definidos como microrganismos anaerébios facultativos
(Quadro 2). O pH do solo tem influéncia sobre a forma preferencial de liberagéo
de compostos nitrogenados. Valores de pH acima de 7,0 favorecem a liberagéio de
N2, enquanto que valores abaixo de 6,0 favorecem a liberagho de Sxidos de
nitrogénio.

Quadro 2. Géneros de bactérias capazes de desmtn!'iw formas oxidadas de nitrogénio (Firestone (11))

Género e : Algumas caracter(sticas principais

Alcaligenes . E Comumente isolado dos solos

Agrobacterium ‘ Algumas espécies sio patég em plantas (galhas)
Azospirillum ' - ¢ Capaz de fixar 0 Ny; comumente associado & gramifneas
Bacillus Termofflico

Flavobacterium Desnitrificados, isolado m:;is recentemente
Halobacterium Requer alta concentragio de sal para crescer
Hyphomicrobium ‘Utiliza substsato com 1 dtomo de carbono

Parococcus Capaz de crescimento guimiorganotréfico e quimiolitotréfico
Propionibacterium Bactéria fermentadora, capaz de desnitrificar
Pseudomonas Comumente encontrada nos solos

Rhuizobium Fixa 0 N em simbjose com leguminosas
Rhodopseudomonas Bactéria fotossintética

Thiobacillus Geralmente cresce comio quimiolitotr6fico, oxida o §
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_ As perdas gasosas resultantes da reagiio quimica do nitrito produ-
zido por nitrificadores efou desnitrificadores com certos compostos do solo, cha-
mada de quimiodesnitrificagio, pode ser relevante em alguns ‘casos. Como
exemplo, podemos citar a seguinte reacgéo:

2 HNO2 + CO(NH2)2 -— CO2 t + 3H20 + 2 N2 %

nitrito " ureia

Este processo de perda gasosa & estritamente quimico e nio
depende de condi¢des de anaerobiose no solo.

A grande maioria das pesquisas, onde se procura estabelecer um
balanco final do N aplicado a culturas agricolas, tem demonstrado que cerca de
20 a 30% do N adicionado néo séo recuperados, sendo presumivelmente perdidos
por desnitrifica¢hio ou volatilizacio. A conseqiiente prética de tal fato se faz sentir
néio somente na md utilizagdo de fertilizantes, mas também em problemas am-
bientes, tais como a redugdo da camada de ozdnio atmosférico pela sua reacdo
quimica com o N2O. As sugestbes que podem ser feitas atualmente para se
restringirem as perdas gasosas de N sao: manter a cultura no selo por maior tempo
possivel, prover boas condigdes de drenagem e subsolagem, e evitar sempre que
possivel o excesso de compostos nitrogenados minérais no solo.
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FIXACAO DO NITROGENIO
PELA SIMBIOSE RIZOBIO/LEGUMINOSAS

Jodo R. J. Freire'”

INTRODUGAO

As leguminosas jé.eram cultivadas para alimento pelo homem
antigo desde o fim da idade da pedra e do bronze. Segundo o cldssico livrode Fred,
Baldwin e McCoy (21); referéncias- escritas .nos chegaram de Theophrastus,
370-285 a.C., sobre o valor das leguminosas como revigorantes do solo, quando a
ele incorporadas. Primeiramente foram observados "corpusculos como bactérias”
dentro dos nédulos (60). Mais tarde, Boussingault (8) provou que a ervilha era
capaz de obter N do ar o que ndo ocorria com o trige. Porém, a comprovagio
definitiva da fun¢édo dos nédulos veio com os trabalhos de Hellriegel em 1886 (32)
e Hellriegel e Wilfarth em 1888 (33). Nesse ano também, Beijerinck isolou e
cultivou pela primeira vez a bactéria a que deu o nome de Bacillus radicicola (5).

Aaplicagdo prética dos conherimentos veio lentamente. Os antigos
inoculantes consistiam de terra de cultivo antigo e de macerado dos nédulos
revolvido com as sementes. A primeira fdbrica de culturas puras de rizdbio foi
estabelecida na Alemanha no inicio do século e, logo a seguir, nos Estados Unidos.

Segundo Lopes (38), o pioneirismo em pesqguisas com rizébio/legu-
minosas no Brasil cabe ao Instituto Agrondmico de Campinas, Sdo Paulo. Em 1930
ja havia distribuigdo de culturas puras de Rhizobium para inoculagdo de sementes.

A primeira fabrica particular no pais foi estabelecida em 1956 na
cidade de Pelotas, com a assisténcia técnica do grupo da Secretaria da Agricultura
do Rio Grande do Sul, que iniciou em 1950 a produg¢ao de inoculantes (23).

@ Departamento de Solos, Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Caixa Postal 776, CEP 90.000, Porto Alegre, RS. Bolsista do CNPq.
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AS LEGUMINOSAS

A familia Leguminosae conta com 16000 a 19000 espécies, em
cerca de 750 géneros, das quais apenas cerca de 200 sdo cultivadas pelo homem e
20 de maior importancia econdmica. A familia é dividida em trés sub-familias (2):

a) Mimosoideae - arvores, arbustos, trepadeiras lenhosas, pou-
cas plantas herbdceas e sfo, na maioria, tropicais;

b) Cesalpinoideae - drvores, arbustos, raramente plantas herbd-
ceas, troplcals e sub—troplcalS‘

c) Papilionoideae - 4rvores, arbustos plantas herbaceas anuais
ou perenes, com as principais espécies de interesse econdmico como: Phaseolus,
Glycine, Trifolium, Medicago, Vicia, Pisum, entre outras.

Apesar das leguminosas estarem em segundo plano em relacfio a
4rea cultivada e como produtoras de alimento no mundo, elas tém papel funda-
mental no equilibrio do nitrogénio nos ecossistemas naturais. A associagio rizé-
bio/leguminosas é responsdvel pela fixacao de pelo menos 35 milhdes de toneladas
de nitrogénio anualmente (42). Em relacdo a produgéo de alimentos no mundo, as
leguminosas constituem cerca de 9% em matéria seca, porém representam 24%
do total de protefna (31), além de fornecerem matérias-primas (Quadro 1).

Quadro 1. Uso e potencial de leguminosas(l)

Uso ’ A -  Espécies

Grios Glycine max (soja), Phaseolus vulgaris (feijoeiro), Arachis hypogea (amen-
doim), Pisum sativum (etvilha), Vicia faba (fava), Lens esculenta (lenti-
1ha), Cicer arietinum (grio-de-bico), Vigna (feijdo mitdo , feijio de cor-
da), Phaseolus lunatus (feijao lima), Lupinits spp. (tremogo), Cajanus ca-
Jjan (guandu).

Tubérculos Pachyrhisus, Psophocarpus tetragonolobus (feijao alado), Pueraria.

Forrageiras Tropicais: Desmodium, Leucaena, Prosopis, Stylosanthes, Macroptilium,
Centrosema, Arachis pintoi, Cajanus cajan.
Temperadas: Trifolium, Medicago, Lotus.

Frutas Prosopis, Inga, Tamarindus.
Adubo verde e recuperagio Vtgmz Cajanus, Crotalaria, Acacia, Seshania, Albizia, Calopogomum Lu-
de solos . pinus, Mucuria, Canavalia,

Madeira, cémbust{vel,
gomas, resinas, Acacia, Prosopis, Parkia.

) Adaptado de National Academy of Science “43).
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O MICROSSIMBIONTE

As bactérias produtoras de nédulos em leguminosas pertencem a
familia Rhizobiaceae, dela fazendo parte os géneros Rhizobium (espécies de
crescimento r4pido) e Bradyrhizobium (espécies de crescimento lento) (34).

A primeira classifica¢fio das bactérias se baseava nos conceitos de
grupos de inoculagdo cruzada (21). Os estudos mais abrangentes demonstraram
a alta ocorréncia de inoculagdes cruzadas entre grupos distintos, inviabilizando a
manutencdo desta classificagdo. Pela classificacdo atual, baseada em evidéncias
de taxonomia numérica, homologia do DNA, eletroforese dids proteinas celulares,
sorologia, composigdo da goma extracelular e transferéncia de infectividade via
plasmidios, algumas espécies foram fundidas e o género desmembrado, permane-
cendo porém, pouco estudado um imenso nimero de rizébios tropicais selvagens
34). )

Recentemente foi-isolado, a partir de nédulos de soja provenientes
da China, um rizébio de crescimento rdpido € produtor de 4cido, para o qual foi
proposto o nome de Rhizobium. ﬁ:edr (35). Determinou-se, entéo, que esse rizébio
nodulava efetivamente Glycine max cv. Peking e Glyciné soja e inefetivamente
cultivares americanas de soja. Esse rizébio nodula efetivamente também o caupi
(Vigna unguiculata) e o feijdo guandu (Cajanus cajan) (55).

ANODULAGAO

O processo de formacéo de nédulos pode ser resumidamente divi-
dido nas seguintes fases, representadas na figura 1 (63,15):

Quadro 2. Caracteristicas de nodulagdo das espécies de Rhizobiutn & Bradyrhizobium(*)

Espécies(?) Hospedeiros
Rhizobium leguminosarum '
by vicieae Pisum, Vicia, Lens, Lathirus
by trifolii Trifolium
by phaseoli Phaseolus vulgaris
R. meliloti Medicago, Melilotus, Trigonella
R. loti Lotus, Lupinus, Anthylis, Cicer, Ornithopus, Caragna, Leucaena, Mimosa
Bradyrhizobium
B. japonicum _Glycine max, Macroptilium atropurpureum
B. sp Vigna, Lupinus, Omu‘hopus Avrachis, Cicer, Sesbania, Leucaena, Desmo-

dium, Mimosa, Lablab, Acacia, Stylosanthes Gchme Macroptilium,
Lotus, Phaseolus

m Adaptado de Jordan (34). (2) Existe uma maior ou menor possibilidade de reagdes cruzadas, entre es-
tirpes de uma espécie ¢ plantas.de outras espécies, dependendo do grupo.
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(b}

Flgu;z lll Fonhormaqao e estrutura dos nodulos:

a) Reconhecimento e adesio das células do rizébio a pelo radicular. b) Enru

" .radicular formando o “bastio de pastor™. ¢) Infeoﬁoemettagao a0 longg do peg:r?::ttzxdlztg;ll:
até penetragdo em célula tetraploide ¢ estfmulo da‘ativids eristemitica. d) Zona central infectada
€ meristema 2picaf ou peﬂfénco tornam-se distintos. ) te longlmdmal do nodulo, (a.m. — meris-
tema apical; ¢ ~ cértex; ep — epiderme; i. r — regifio infectada; i, t_ - cordio lnfeccmso, n.e. — endo-
degme’ do-nddulo; pis. kA ‘rdiz- pnmnial, pélo radicutar; t < célula tetraploide; xy — Xilema).
Relmptessao da figura 2, Stewart (53), com pel‘mmo da The Athlone Press, Londres.
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ab a) Qulmotaxxa do Rizébio em Direcao a Buperficie das

R,alzes - A atragdo quinica tem sido demonstrada emalguns casos, porém parece
néo ser essencial. Também j4 foi assinalada atraciio de crescimento radicular em
du-egao a coldnias 1mob1llzadas de nzoblo

- b) Prollferagao do Rizébiona. Ruosfera Os exsudatos radi-
cﬁlam estimulam a populagio de rizébio na: rizosfera; entretanto o estimuld nfio
& especifico, pois pode ocorrer multlphaigao na rlzosfera de legummosas nio
compativeis; : :

¢) Aderéncia do Rizébio as Raizes - Diversos ‘x'necanis'mos
conduzem & aderéncia das células bacterianas aos pélos radiculares, podéndo ser
especificos ou ndo. Com R. leguminosarum bv. trzfolu, foi demonstrado que a
protefna irifolina produzida pelo trevo pode estar ‘envolvida no processo de
reconhecimento e aderéncia. Estas proteinas, denominadas lectinas, também
foram observadas em outras espécies (Vicia e Glyciné). A protefna aglutina com
a bactéria e forma os sitios receptores. Outros mecanisnos t&m sido propostos,
como por exemplo aquele segundo o qual, muitas espécies de rizébio produzem
microfibrilas celuldsicas que servem para ancorar a bactéria a superfié¢ie radicu-
lar, permitindo reagGes bioquimicas que desencadeiam encurvamento do pélo
radicular e a penetragio; .

d) Encurvamento do Pélo Radicular - Apés o reconhecimento
e aderéncia, a bactéria causa o encurvamento do pélo radicular por processo
bioquimico ainda indeterminado. Somente rizébio homdlogo consegue infectar a
leguiminosa susceptivel, a partir de células englobadas pelo encurvamento do pélo;

e) Formagéo do Cordéo de Infecgao - A bactéria penetra o pélo
radicular por invaginagédo da parede que pode ser devida a dissolugfio enzimdtica,
abrandando a resisténcia da parede celular, ou devido & penetragio entre espagos
das microfibrilas celulésicas do pélo radicular. O mecanismo da infecgdo . em
algumas leguminosas tropicais (Arachis e Aeschynomene) e principalmente nas
espécies arbodreas é diferente do acima descnto comum nas leguminosas de clima
temperado (ver capitulo 11). :

f) Formagio do Nédulo - A formagdo do nédulo teria origem a
partir da mitose acelerada de células hipodérmicas pré-existentes, determinada
‘por fatores estimulantes provenientes da bactéria. Esse estimulo ¢ dirigido a
células localizadas nas proximidades dos polos do xileina da planta. O ponto inicial
da divis&o hipodérmica forma o meristema primario do nédulo. Quando a bactéria
ataca e invade o pélo radicular, o meristema primario do nédulo induz a divisdo
periciclica, préxima da regiao do xilema, formando o meristema secundério do
nédulo, que se funde ao primdrio através da ramificagdo do cordao de infecgéo.
Tanto as células da planta em divisio quanto as invadidas se fundem, e as células
contendo as bactérias aumentam rapidamente, agigantam-se e ficam restritas a
uma zona central ou apical do nédulo, o qual cresce e se diferencia. A bactéria se
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.diferencia em bacterdide (morfoldgica, bioquimica e fisiclogicamente diferente da
bactéria livre). As células bacterianas permanecem envolvidas, isoladamente ou
em grupos, por uma membrana chamada envelope membranoso.

Além dos nédulos de leguminosas em que ocorre a fixagio do N2,
conhecem-se também os nédulos de outras plantas, nos quais a fixagio do N2 é
devida a-um actinomiceto. A estrutura desses nédulos; porém édiferente das’ aqu1
descritos (7) (Capitulo 11).

Antes de se iniciar o processo da fixagéo, ocorre a producio de um
pigmento, a leg-hemoglobina, que tem a fun¢do importante no transporte de
oxigénio para a respiracfio dos bacteréides. Esta protefna mantém o oxigénio na
forma associada, ndo permitindo a presenca de oxigénio. livre, que afetaria o
funcionamento da nitrogenase.

Ao contrario das ou tras hiperplasias provocadas nos vegetais por
insetos, nematéides ou Agrobacterium tumefaciens, os nédulos. tém estrutura
perfeitamente organizada:

a) camada de células corticais mais ou menos esp&ésa, que envolve
todo 0 nédulo; .

: b) drea meristemdtica, de crescimento apical, ou ci—rcundando
quase todo o nédulo; e

c) 4rea fixadora, central ou apical, constituida de celulas de ta.ma-
nho vérias vezes maior que o normal, contendo os bacterdides. Cada célula vegetal
pode conter milhares de bacteréides e o nédulo, 1 mithdo a 1 bilho. HA uma
elevada variagio quanto & morfologia, nimero e posigio.dos nédules. A forma do
nédulo depende da planta, podendo ser esférica, cilindrica, multilobada ou cora-
l6ide. O tamanho também é relacionado a espécie da planta e a efetividade da
simbiose. A posi¢fio na raiz principal efou junto ao colo da planta, indica uma
formacao precoce e efetiva, ao contrério de formagio nas raizes securiddrias que
indica uma infecgéio tardia efou estirpes pouco competitivas ou pouco efetivas. O
créscimento do nédulo ocorre até atingir o tamanho méximo, em fungfo da espécie.
Em solos com poucas células do rizébio, os poucos nédulos formados tendem a
crescer ac médximo, pela exigénceia da planta em nitrogénio. Ao atingir o floresci-
mento ou o final do ciclo da planta, os nédules senescem e o pigmento da
hemoglobina (vermelha) muda de cor para verde ou castanho. Em condigdes de
estresse ambiental, por exemplo, os nédulos podem senescer precocemente. Em
algumas espécies arbé;eas ocorrem nédulos mdetermmados ou perenes,. cujo
crescimento é continud e anual. Em geral, esses nédulos sio coraléides. Em
plantas anuais, a persisténcia dos nédulos é varidvel, podendo durar todo o ciclo
ou diversas camadas de n6dulos se sucederem.

O julgamento da eficiéncia da nodulagéo é de importancia, seja
para o técnico ou o agricultor nas lavouras, seja em trabalhos experimentais, pois
da indicagdio preciosa sobre o suprimento em mtrogemo que as plantas estdo
obtendo (Quadro 3).
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Quadro 3. Classifica¢do e descri¢@o de resposta de n« ¢20 em leg

Classxﬁmqao

Descricao

Dugnosuco

l Plantas n2o
poduladas

1i.-Plantas noduladas

. :A. Nédulos inefétivos

Sem nédulos. Plantas pouco desenvolvi-
das e cloréticas

Rafzes com pequenas estruturas  nodula-
.res de cor interna branca, verde ou ligeira-
mente rosada, principalmente nas rafzes

secunddrias.

" proporgdo de céfulas ndo invadidas. Plan-

B. Nddulos efetivos

tas pouco desenvolvidase cloréticas.

Rafzes com nédulos relativamente grandes
principalmente na raiz principal ¢ préxima
ao colo daplanta, de cor intensa Tosa-ver-
metho. : Zona fixadora com pequena. pro-
porgdo de células ndo invadidas.  Plantas

" Zona fixadora com grande ..

Estirpe - do riz6bio .nativo ou
inoculado nio compatfvel. .
Inoculante de m4-qualidade.
Condigdes adversas, como toxi-
dez de Al ¢ Mn ou alta tempe-
ratura e baixa umidade do solo

Estirpe do rizébio infectiva,
porém, simbiose ndo efetiva.
Simbiose inibida por deficién-
cia de macro efou micronu- |
trientes ou toxidez de AleMn,
ou por fatores ffsicos. -
Estirpe -infectiva e simbiose
efetiva, Suficiente suprimento
de nitrogénio 4 planta comple-
mentando- o nitrogénio mineral
do solo.
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bem desenvolvidas ¢ folhas verde-escuro.

R

- A fa.lta de ava.haqao da nodulagéo pode conduzu' o experlmentadgr
a erro€f graves na interpretagio dos resultados: Em experinentos de competigio
de espécies ou variedades, se ndo hd uma fixagdo de N2 e nodulagdo o mais possivel
uniforme para todas (devido, por exemplo, & falta de afinidade de uma delas pela
estirpe do rizébio do inoculante ou existente no solo), umas poderéo estar benefi-
ciadas pelo adequado suprimento de nitrogénio, e outras, com nodulagéo ineficien-
te, estardo prejudicadas. Dai que, com a observac¢do da nodulagio, o
comportamento dos materiais serd melhor julgado. Também em experimentos de
adubagso e calagem, por exemplo, se-ndo ¢ feita uma boa inoculagio de sementes
ou nio hd no solo uma populagéo nativa de rizébios eficientes para a leguminosa
reagente, ou ainda, se algum outro fator inibe a formacéo e/ou o funcionamento
dos nédulos, a resposta das plantas aos tratamentos pesquisados serd evidente-
mente prejudicada pela deficiéncia de nitrogénio. Exemplificando: a deficiéncia de
fosforo afeta a formagio e o funcionamento dos nédulos e, por outro lado, a
nodulagio deficiente inibe a resposta das plantas 4 adubagéo fosfdtica, pois, se o
solo néo é rico no elemento, faltard nitrogénio para o crescimento e produgéo.

ECOLOGIA

O rizébio pode viver saprofiticamente sem fixar N2 no solo, sendo
uma bactéria tipica de rizosfera. Nestas condigbes, utiliza as fontes de energla -N
e nutrientes da solugio do solo.
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Diversos atitores t&m revisado os conhecimentos existentes sobre
a ecologia do rizébio (1,12,56,58). Alexander (1) chama a atengdo para o fato de
que os investigadores devem ter presente que a susceptibilidade de rizébio a
influéncia ambiental & varidvel com as espécies e mesmo estirpes. Alguns sio
naturalmente numerosos no solo, enquanto que outros sdo raros, ou mesmo
inexistentes,se evoluiram em associagdo com leguminosas exéticas como a sgja.

: As estirpes variam quanto 4 rapidez relativa em dominar os sitios
de nodulagio, quando em presenga de outras estirpes. Seja em ambiente estéril,
seja no solo, a proporgio de nédulos formados por uma das estirpes em uma
misturd depende também da proporgdo relativa de cada uma no inéculo. Essa
propriedade é denominada competitividade. Entretanto, o termo competitividade
é inadequado, pois o que se avalia é a proporgio de estirpes formadoras de nédulos
e ndo a real populagio daquela estirpe junto as raizes.

. Estirpes de alta competitividade, introduzidas em uma drea jun-
tamente com outras, podem ir perdendo essa competitividade, ao passoque outras,

P = )

Quadro 4. Recuperagio por identificacio de por aglutinag de quatro estirpes ino-
culadas, em parcelas distintas, em 1973 na variedade de soja Bragg. Guaiba, RS*

Esti .

ﬁmm_ WM 75 %6 78 T 8 1M B 6 8 98
Inoc. 527 Inoc. 566

527 95 " 90 20 1 6 8 s 0 9 0 0 8

566 o0 o0 17 4- 8 32 2 0 16 23 10 22

586 ‘0 0 15 3 -0 14 10 7 12 3 42 2

587 5 10 " 35 24 40 20 82 90 55 29 20 34

S/RE™** 0 0 2. 57 45  24- 1 1 6 33 2T 22

o — Inoc. 586 . Inoc. 587

527 0 T 0 0 0 00 4 ¢ .0 o 0 0 14

566 o 0 9 4 2 24 2 0 6 8 10 34

586 - ‘95 - 74 66 88 2 '8 o ‘o 15 4 s 2

587 S 16 200 21 :35 16 95 100 68 21 40 12

S/RE .. 0 6 0 62 50 40 3 0 2 48 23 30
T "

527 S 1 (] ¢ 0 6

566 5 0 17 6 _ 8 14,

586 5 30 22 AL RN S

587 32 50 47 13 52 28

S/RE S .5 02 ..62 34 . 40-

* Media ge 8 sibparcelas (80 nddulos). **Sem reagio. Fonte:Freire et al. (24)’,' completada com dados
de 1983, ’ : :

et ket
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~com baixa ocupagdo inicial, se adaptam e ressurgem em alta porcentagem nos

si6dulos, como foi o caso da estirpe SEMIA-566, que inicialmente ndo conseguia
“nodular, mas que, 10 anos apés a sua introdugdo, passou a ser dominante na
formagcdo dos nédulos (Quadro 4).

. Na rizosfera, o rizébio interage com os demais microrganismos,
além de competir com outras estirpes pelos sitios de infecgho. A sobrevivéncia do
rizébio no solo é afetada por fatores edafocliméticos e biolégicos, discutidos nos
Capitulos 15, 16 e 4.

ESPECIFICIDADE HOSPEDEIRA

O mecanismo de reconhecimento entre a bactéria e a planta, a
infecgfio e a formagdo dos nédulos obedece a complexo conjunto de informagdes
genéticas, derivadas da evolugdo conjunta da planta e da bactéria (Capitulo 4).
Essa evolugdo deu origem 2 especificidade entre dois parceiros, a qual deve ser
considerada sempre que sé objetivar introduzir leguminosas em uma regiéo efou
selecionar estirpes. A especificidade é maior entre as leguminosas de clima
temperado do que entre as tropicais e pode ocorref a nivel de espécie ou mesmo
de cultivares. Mesmo dentre as tropicais ha ocorréncia de grupos com alta

especificidade.

Quadro 5. Eficiéncia de estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolli em trés espécies de Trifolium,
em areia e solugio nutritiva. Secr. Agr. RGS

Espécies Estirpes
200a 204 208¢c 235 265
T. fragiferum - E E E E
T. repens - E - E
E - -

T. vesiculosum - -

E: eficiente. — :ineficiente.

SELECAO E MELHORAMENTO

MICROSSIMBIONTE

Os principios basicos que devem orientar a selegéio de estirpes de
rizébio com o objetivo de aplicagéo prética na inoculagio de leguminosas tém sido
objeto de muitos trabalhos (6,9,10,14,18,30,36,37,45,52,64,567). A selegdo deve
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.objetivar estirpes eficientes e adaptadas as condiges prevalecentes no local de

emprego e competitivas frente 4 populagéo nativa. Virios aspectos: agrondmicos e
culturais devem ser observados (Quadro 6).

Quadro 6. Rendimento de grdos como efeito da inoculagio de quatro estirpes de R. japonicum em trés
variedades de soja. SMA/Sec. Agr., RS

Tratamento Variedade
estirpe Hood Majos Hill
kgfha

Testemunha 1.756 1467 1467
519 Re 1.976(25) (M ) - 1.57221) 1.615(10)
506 1.967(25) 1.995(36) 1.867(27)
509 1.842017 2.005(37) - 1.733(18)
532¢ ‘ 2.180(38) 2.115(44) 1.907(30)

1) Nlimeros entre parenteses representzm a poroentagem do incremento de pxodugzo de graos em relagio
as unhas nio-inoculad

E alta a diversidade genética dentro da populagfio de rizébio no
ambiente natural, devido a rdpida reprodugio, variacbes e mutagoes, e também
devido aos processos naturais de transferéncia genética.

A rapidez da multiplicagdo bacteriana faz com que a chance de
aparecimentode mutantessejaextremamente alta, espec1almente com os rizdbios
de crescimento rdpido. O aparecimento de mutantes inefetivos ou mesmo nio
nodulantes constitui um sério perigo para as culturas em colegio e, conseqiiente-
mente, para a produgio de inoculantes, tendo sido jd observadaem vdrias espécies
de rizdbio, e assumindo proporgoes mais alarmantes com as estirpes de rizébio de
feijdo (46). Dai a importancia da manutencéo das culturas sob a forma liofilizada,
ou em nitrogénio liquido.

Nos testes de competitividade entre as estirpes, torna-se necessa-
ria a prévia caracterizagdo sorolégica das mesmas,o que possibilitara sua identi-
ficagdo ou a utilizagdo de mutantes tolerantes a antibidticos, no caso de
combinagbes de estitrpes do mesmo grupo sotolégico. Visando a um maior desem-
penho das estirpes nas condigbes de campo, outras propriedades sio pesquisadas,
em dependénca dos objetivos visados e da prépria capacitagho da pesquisa (56).

O estudo da capacidade de sobrevivéncia ou persisténcia no solo é
de, prlmord ial importéncia, especialmente para: forragmras\pereneﬁ ou anuais de
rwsemeadura natural; mas também para leguminosas anuais. & de: importancia
ressaltar que estes estudos.devem ser feitos em diversos estddiosdo crescimento
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da planta e a médio-longo prazo, por vdrios cultivos, peis essas caractersticas

podem se alterar, com a variacdo ou mutacgho genética das estirpes orlundas de
regides ecologicamente distintas.

Atécnicado DNA recombinanté wtérs_endo tentadé pafa melhorai'

certas propriedades de estirpes de rizébio. Também a transferéncia de caracterfs-

ticas desejéveis, através dos plasmidios, é considerada altamente promissora. A
tecnologia dos plasmidios ainda pode ser usada para a introdugfo, no rizébio, da
propriedade de produgéio de antibiéticos, aumentando sua capacidade competitiva
na rizosfera. Por outro lado, alguns pesquisadores créem que deveriam ser obtidas
estirpes sem persisténcia no solo, para que néo ocorram problemas no caso de
introdugdo de novas estirpes ou'variedades da leguritinosa ndo compativeis com
a estirpe estabelecida. Assim, estdo se buscando estirpes mais eficientes e com o
plasmidio "suicida”“, isto €, que apés um curto periodo deixam de ser infectivas.

MACROSSIMBIONTE

A:funcdo da planta na simbiose com rizébio:e a.fisiologia do
processo foram objetos de intimeras revisdes (13, 17, 19, 25, 26, 27, 28, 29, 39, 44).
A planta hospedeira é um parceiroativoda fixagéo, havendonelaenorme patencial
de ‘melhoramento de capacidade simbiética e aumento do potencial de fixagso.
Existe variabilidade genética natural e que pode ser induzida no macrossimbionte,
porém, no passado, houve pouca preocupagido dos melhoristas para essa possibi-
lidade.

Freqilentemente, os programas de melhoramento agronémico das
culturas nio levam em conta a capacidade das leguminosas fixarem N2. Devido a
isto, o melhoramento &, com freqliéncia, feito em dreas experimentais de alta
fertilidade ou adubadas com nitrogénio, e os pardAmetros observados nao incluem
avaliagbes sobre o sistema radicular e nodulagéo, como aconteceu com o feijdo. A
soja representa uma excegio, pois desde a sua introdugdo, os programas de
melhoramento sempre se preocuparam com a nodulagéo.

A avaliagdo do germoplasma deve incluir as variedades existentes
e material selvagem, que possivelmente pode incluir mais alto potencial, porque
evoluiram em solos pobres, especialmente provenientes dos locais de origem da
leguminpsa. O potencial deve ser avaliado em condigdes de alto e baixo teor de
nitrogénio mineral, a fim de se identificar material de-alto rendimento nas duas
condi¢des. As melhores estirpes disponiveis do rizébio devem ser usadas e a
comparagio com o tratamento em alto nitrogénio dird da. necessidade de obtengéo
de melhores estirpes que atendam 4 exigéncia da planta. As observagbes devem
incluir, além das caracteristicas agrondmicas;-0s aspectos relativos a nodulagéo.
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IR . Aquantidade de nitrogénio fixada pela associagdo é o resultado da
taxa de fixagéo e da duragdo do processo. O melhoramento do feijoeiro, visando a
materiais de ciclo exageradamente curto e sem a busca de resposta 4 simbiose,
resultou em cultivares de sistema radicular precdrio, altamente sensiveis a
pequena variacdo de uniidade, de nodulagdo tardia e/ou precoce senescéncia dos
nédulos e curto periodo de fixagao. Felizmente, nio Brasil, hoje em dia, h4 tim ative
programa ‘envolvendo diversas instituigbes em busca da’' melhor resposta do
feijoéiro & simhiose com Rhizobium (16, 48, 50). o

BENEFICIOS DA FIXACAO

A fixagdo do-N2 pela associagio rizébio/leguminosas varia com a
bactéria, a planta e as condiges ambientes. Leguminosas forrageiras usualmente
fixam mais nitrogénio do que as produtoras de grio, devido a4 maior demanda de
carboidratos nestas ltimas (Quadro 7). Nas forrageiras,a fixagdo total depende
também da duragéo do ciclo da planta e do numero de cortes.

Quadro 7. Nitrogénio fixado por virias iagdes rizobio/legunii (10,42, 51)
Leguminosa Amplitude aproximada
do'N; fixado

) kgfhafano
Alfafa, Medicago sativa . 100-300
Trevo doce, Melilotus sp 125
Trevo, Trifolium sp 100-150
Cfmpi, Vigna unguiculata : o B 8s
Fava, Vicia faba : : - ' 240-325
Lentitha, Lens sp ' : ' _ oo
Lupinus, Lupinus sp i 150-200
Amendoim, Arachis hypogaea ' ) ' 50
Soja, Glycine max . - 60-80
Feijdo mung, Vigna radiata . L 55
Feijdo velvet, Mucuna pruriens 155
Leguminosas forr

, Desmodium sp., Lespedez.sp : 100-140

Dentre os fatores do solo que condicionam a resposta da simbiose,
resultando na nodulagdo e na fixagdo do Nz (Quadro 3), podemos relacionar as
caracteristicas das populagges de rizébio especifico existentes no'solo e o teor de
nitrogénio mineral do mesmo. Evidentemente,arespostaemterinosde nitrogénio
fixado é méxima em solo de baixo nitrogénio mineral, e og efsitos da inoculagdio
séo maiores quando o rizébio nativo é inespecifico ou est4 em baixo nimero,
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Sob o ponto de vista econdmico, a fixagdo de N2 proporciona

v:;onsiderével economia no plantio das leguminosas. A soja, por exemplo, pode

produzirem média 2450 kg/ha, ou seja, rendimento pmtic_amente igualaodo ?rata—
mento com 250 kg/ha de fertilizante nitrogenado, ond-e a moculzégéo proporcionou
aumentos de 41% na produgfio (Quadro 8). A necessidade de nitrogénio mineral
para esta produgfo (2450 kg/ha) pode ser estimada em cerca de 229 kg N/ha.

Sendo os nossos solos em geral pobres em matériq orgﬁni@, niao
haveria adequado suprimento de N as plantas, sem o uso de fertilizante nitroge-

: Ar
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Plonte T
hospedeire Fotossintato I
Céiula k
do
nddulo \
O'/I’; lobi
Espaco do xi-leghemoglobina
envelope f\""g:',"ﬂ/_
N __ATP N,
Bacterdide L
ciclo TCA
hidrogenase
Espago do H,)
envelops '\( 2 NH 3
. 4
Ioluhmim
ATP sintetase
Calula NADH ?quamino glutamato
«d o oxaloacstato
nodulo
aspartato asparaging
Planta
hospedeira
Figura 2. Princip inh taboli iados com a fixagio do Ny nos nodulos das leg; 10835
especialmente referentes aos conhecimentos existentes para sojae go. Segundo Berg
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nado. Assim sendo, o rendimento previsto ndo seria alcangado e o agricultor
estaria perdendo o investimento nos outros insumos (41). .

Esse cdlculo §, em geral, pouco comum entre os agricultores e
mesmo técnicos. O baixo custo no Brasil do inoculante, mais a méo-de-obra de
aplicagdo, fazem compensarlargamentea aplica¢dodoinoculantede forma macica

e ndo esperar que a inoculaggo natural do solo ja plantado anteriormente seja -

suficiente. :

Quadro 8. Rendimento de grios de soja, nitrogénio total na semente e mitrogdnic fi irios mi.
veis de nitrogénio aplicado (Média de 4’anos) mitrogenio fixado em virios ni-

Linhagens de soja N aplicado Rendimento N nas sementes N fixado

. kg/ha i %
Nodultfera . 0 2.706 - 78 7 40
Nizo-nodulffera .. : 0 1.848 g 106 o
Nodui¢fera 56 ° 2.686 - 178 e 32
Nao-nodulifera . 56 2125 ERRERT ™ '
Nodulffera 112 2172 183 4 24
Nio-nodulifera’ 112 2.343 . i38
Nodulffera 168 © 2765 i85 24 13

Nio-nodulffera 168 2.574 B i61

. Tornou-se comum no Brasil; no inicioida expansio da soja, a
recomenda(;éq de "nitrogénio de partida" (10-20 kg/ha), hoje abolida, pois pesqui-
sas desenvolvidas evidenciaram que, estando a soja bem'nodulada, nio h4 respos-
ta, em termos de produgdo de graos, & aplicacao dessa pequena quantidade nem
a altas doses de nitrogénio (3,4,11) e que a pratica conduzia a um desperdicio de
87.000 toneladas/ano nas férmulas recomendadas parasoja; -

. A contribujcdo da fixagio de N2 na cultura da sojé pode ser
ca_lculada € dd uma amostra do quanto o processo representa, em termos econd-
micos para o Brasil. : ;

"0 ‘valor das leguminosas em pastagens consorciadas ou isolada-
mente (banco de protefna) readquire interesse: ho pais, seja no Sul - com as
leguminosas de clima temperado como trevos, alfafa, cornichéo, ervilhaca - ou no
Centro, - com as trépicais, como Soja perene, centrosema, estilosantes, desmédio
e leucena. O beneficio da consorciaggo de leguminosas com gramineas em pasta-
gens baseia-se na transferéncia do nitrogénio fixado pela leguminosa para a
graminea associada. I

Asespéciesde leguminosas variam grandemente na habilidade de

tra'nsfer_'ir 0 N2 fixado para a graminea consorciada (40, 49, 59)

©
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gevelte . Nos ultimos anos tem gantio alto interesse o estudo de culturas
intercalares perenes de leguminosas arbéreas ou arbustas, que sérdo discutidas
1o capitulo 11.

PRODUCAO DE INOCULANTES -~

s e o Os principios basicos da produgéo. e cioni:ro]e_.dé -qualid;'ade dé
inoculantes para leguminosas t&m sido bem definidos (22, 47). 7 . -
we i3 o0 Denada vale o investimento em selegdo de estirpes e em obtengio

de. conhecimentos em fatores limitantes, por exemplo, se-as estirpes ndo sio
usadas em inoculantes e/ou estes nio apresentam boa qualidade. Isso vale prin-
‘cipalmente para locais em que é baixa ou nula‘a populagio do rizébio especifico.

: " Os inoculantes devem ser fabricados coni estirpes recomendadas
pelos laboratérios de pesquisa governamentais (de acordo com a legislagéio em
‘vigor). O padrdo mifnimo € de 10 milhdes de células de rizébio por grama do veiculo
(20). A Rede de Laboratérios para Recomendagio de’ Estirfiés dé REizobium,
Bradyrhizobium e outros Microrganismos Fixadores de.Nitrogénio. (RELARE)
‘indica as estirpes a serem usadas, gue siio artazenadas no Lahoratério do Centro
deFixagao Biol6gica do Nitrogénio, do Instituto Agrondmico do Rio Grande do Sul,
queas distribui anualmente.para os fabricantes.- ... 77 oo
- 770 controle de qualidade (22) dos indculanites ¢ éxercido pelo
Ministério da Agricultura, que coleta as amostras nas fibricas e os remete ao
IPAGRO para anilise. . - . : g R :

o Entretanto, o.controle é precdrio pois néo inclui amostragens de
‘inoculantes apés a distribuigio. Maiores detalhes sobre produgfio e uso de inocu-
lantes de rizébio podem ser encontrados no Manual da FAO (20).

LITERATURA CITADA

1. ALEXANDER, M. Ecology of Rhizobium. In: Alexander M. ed. Biological nitrogen
fixation, ecology, technology and physiology. Plenum Press, New York, 1984. p.
39-50.

2. ALLEN, O.N. & ALLEN, E K. The leguminosaea. Univ. of Wisconsin Press, 1981. 812p.

3. BARNI, N.A; KOLLING, J. & MINOR, H.C. Efeito de niveis de nitrogénio sobre o
rendimento de grios, nodulagio e caracteristicas agrondmiecas de soja (Glycine max
(L.) Merr.) Agron. Sulriograndense, Porto Alegre, 13:93-104, 1977.

4. BARNI, N.A.; GOMES, J.E.G. & GONCALVES, N.A. Resposta da soja (Glycine max (L.)
Merr.) & adubagio nitrogenada no florescimento. Agron. Sulriograndense, Porto
Alegre, 14:243-250, 1978.



JOAOR. J. FREIRE

5. BEIJERINCK, M.W. Die Bakterien der Papilionaceenknélichen. Bot. Ztg., 46:726-735
741-750, 757-771, 181-790, 797-804, 1888. ’

6. BERINGER, J.E. & JOHNSTON, A.W.B. Genetics of Rhizobium. In: Summerﬂeid, RJ
& Bunt_ing, AH., eds Advances in Legume Science, University of Reading.
Proceedings of the International Legume Conference, Kew, 1978. p.61-78, 1980.

7. BOND, G. Root-nodule symbioses with actinomycete-like organisms. In: Quispel, A. ed.
The biology of nitrogen fixation. North Holland Publ. Co., Amsterdam, 1974,
p.342-380.

8.BOUSSINGAULT, J. Agronomie, chimie agricole et physiologie. Paris, Gauthier-Villars
1986. v.1. 344p. _ - ’

9.BROCKWELL,J.; DIATLOFF, A.; ROUGHLEY, R.J. & DATE, R.A. Selection of Rhizobia
for inoculants. In: Vincent, J.M., ed Nitrogen fixation in legumes. Proceedings of
an Internacional Seminar. New York, Academic Press, 1982, p.173-188.

10.BURNS, R.C. & HARDY, RWF Nitrogen fixation in bacteria and higher plants. Berlin,
Springer-Verlag, 1975. 189p.

11. CAMPO,R. & SFREDO, G. O nitrogénio na cultura da soja. Londrina, Centro Nacional
de Pesquisa da Soja, EMBRAPA. 1981. (Informe Técnico)

12. CARDOSQ, E.J.B.N. Efeito de fatores biolégicos e nao biolégicos soBre a nodulagiio e
fixacio do N2. IPAGRO/UFRGS - MIRCEN, Porto Alegre. Curso em tecnologia’
Rizébio/Leguminosas, 1980 (nio publicado).

13. CHOUDU.RY, M.S. & DATA, A.L. Biological nitrogen fixation as a criterion for soybean
breeding:Preliminary results. In: Graham, P.H. & Harris, 8.C. Biological nitrogen
fixation technology for tropical agriculture: papers presented-at a workshop held
at4(él?g‘. 1981. Cali, Colombia, Centro Internacional de Agricultura Tropical. 1982.
p-45-48.

14. DATE, RA. & HALLIDAY, J. Relationship between Rhizobizm and tropical forage
legumes. In: Summerfield, R.J. & Bunting, A .H. eds. Advances in legume science.
Kew, University of Reading, Proceedings of the International Legume Conference
1980. p.597-601. ’

15.DAZZO,F.B. Int.'ection processes in the Rhizobium-legume symbiosis. In: Summerfield,
RJ. & B_antlng, AH. eds. Advances in legume science. Kew, University of Reading,
Proceedings of the International Legume Conference. p-49-59. 1989.

16. DUQUE, F.F.; NEVES, M.C.P.; FRANCO, A.A.; VICTORIA, R.L; BODDEY, R.M. The
response of field grown Phaseolus vulgaris to Rhizobium inoculation and the
quantification of N2 fixation using 15N. Pl. Soil, The Hague, 88:333-43, 1985.

17. DUQUE, F.F.; SALLES, L.T.G.; PEREIRA, J.C:; DOBEREINER, J. Influence of plant
genotype on some parameters of nitrogen fixation in Phaseolus vulgaris In:
Graham, P.H. & Susan, S.C. eds Biological nitrogen fixation technology for tropical

FIXAGAO DO NITROGENIO PELA SIMBIOSE... 137

agriculture: Papers presented at a workshop held at CIAT, 1981. Cali, Colombia,
Centro Internacional de Agricultura Tropical, 1982, p.63-66.

‘ e
Pete v )
18. EAGLESHAM, A R. Prorities on strain selection. In: Freire, J.R.J. & Falcao, C.F.B. eds.
Proceedings of the Workshop on Rhizobium/Legume Inoculants. Porto Alegre, RS.

1985. p.239-253. ‘ . . .

19. EVANS, H.J. (ed.). Enhancing biological nitrogen fixation. Proceedings of a Workshop,
T 1982, National Academy of Sciences, 1975. 52p.

20. FAO. Legume inoculants and their use. Rome, Food and Agriculture Organization of
the United States, 1984. 63p.

21 FRED, E B.; BALDWIN, I.L. & McCOY, E. Root nodule bacteria and leguminous plants.
Madison;1932. 342p.

22. FREIRE, J.R.J. Legume inoculant quality control. In: Freire, J R.J. & Falcsio, C.F.B., .
eds Proceedings of the Workshop on Rhizobium/Legume Inoculants. Porto Alegre,
1985. p.139-144. ‘

23. FREIRE, J R.J.&VIDOR,C.Ri zobiolegia - Estudos no Rio Grande do Sul. In: Myasaka,
" 8.&Medina, J.C,, eds A soja no Brasil, Campinas, 1981. p.417-425.-

24. FREIRE, J.R.J.; KOLLING, J.; VIDOR, C.; PEREIRA, J.S.; KOLLING, I. & MENDES,
’ " N. Sobrevivéncia e competicio por sitios de nodulacéio de estirpes de Rhizobium
Japonicum na cultura da soja. R. bras. Ci. Solo, Campinas, 7:47-53, 1983., -

25.GIBSON, A.H. Host determinants in nodulation and nitrogen fixation. In; Summerfield,
) R.J. & Bunting, A.H. eds. Advancesin legume science, Kew, University of Reading.
Proceedings of the International Legume Conference. 1980. p.61-67.

26. YGRAH.AM, P.H. Some problems of nodulation and symbiotic nitrogen fixation in
Phaseolys vulgaris L.: a Review. Field Crops Res., Amsterdam, 4:93-112, 1981.

27. GRAHAM, P.H. Plant factors affecting symbiotic nitrogen fixation in legumes. In:
Graham, P.H. & Harris, S.C., eds Biological nitrogen fixation technology for tropical
agriculture: papers presented at a Worhshop held at CIAT, Cali, Colombia, Centro
Internacional de Agricultura Tropical, 1982. p.27-28.

28. GRAHAM, P.H. Plant factors affecting nodulation and symbiotic nitrogen fixation in
legumes. In: Alexander, M. ed. Biclogical nitrogen fixation ecology, technology and
physiology. New York, Plenum Press, 1982. p.75-98.

29. GRAHAM, P.H. & TEMPLE, S.R. Selection for improved nitrogen fixation in Glycine
max (L.) Merr. and Phaseolusvulgaris L. In: Hardarson, G. & Lie, T.A. eds Breeding
legumes for enhanced symbiotic nitrogen fixation. Proceedings of a FAO/TEAA
Consultants Meeting, Viena, 1983. Plant and Soil, vol.- 82(3), 1984. 438p. -

30. HALLIDAY, J. Principles on Rhizobium strain selection. In; Alexander, M. ed Biological
. nitrogen fixation, ecology, technology and physiology. New York, Plenum Pres,
1984. p.155-172.




138 " JOAOR.J. FREIRE

31. HARDARSON, G. & LIE, T.A. (eds) Breeding legumes for enhanced symbiotic nitrogen
fixation. Proceedings of a FAO/IEAA Consultants Meeting, Viena, 1983. Plant and
Soil, vol. 82(3), 1984. 438p.

32. HELLRIEGEL, H. Welche Stickstoffquellen stehen der Pflanze zu Gebote? Ztschr. der
Ribenzucker-Industrie des Deutschen Reichs, 36:863-877, 1886.

83. HELLRIEGEL, H. & WILFARTH, H. Untersuchungen iiber die Stickstoffnahrung der
Gramineen und Leguminosen. Beilageheft zu der Ztschr. der.
Riubenzucker-Industrie des Deutschen Reichs, 234pp., 1888.

34. JORDAN, D.C, Family III: Rhizobiaceae, Conn 1938. In: Krieg, N.R.; Holt, J.G., eds.
Bergey’s manual of systematic bacteriology. Baltimore, London, Williams &
Wilkins, 1984.

35. KEYSER, H.H.; BOHLOOL, B.B;; HU, T.S. & WEBER, D.F. Fast growing rhizobia
isolated from root nodules of soybean. Science, 215: 1631-1632, 1982.

36. KOLLING, J.; SCHOLLES, D. & SELBACH, P.A. Selegio de estirpes de Rizobium
para trevo subterréineo, alfafa e cornichdo. Agron. Sulriograndense, Porto Alegre,
19:103-111, 1983.

37. KONDOROSI, A. & JOHNSTON, W.B. The genetics of Rhizobium. In: Giles, K.L. &
Atherly, A.G., eds Biology of Rhizobiaceae. New York, Academic Press, 1981.
p-191-219.

38. LOPES, E.S. A evolugio dos estudes de Microbiologia do Solo no Instituto Agronémico.
O Agrdnomo, Sao Paulo, 20(11):53-72, 1974.

39. McFERSON, J.; BLISS, F.A. & ROSAS, J.C. Selection for enhanced nitrogen fixation
in common beans (Phaseolus vulgaris). In: Graham, P.H. & Harris, S.C. eds.
Biological nitrogen fixation technology for tropical agriculture: papers presented at
a Workshop held at CIAT, 1981. Cali, Colombia, Centro Internacional de
Agricultura Tropical, 1982, p.39-44.

40. MEDEIROS, J.C. Sistemas de culturas adaptadas 3 produtividade, recuperagio e
conservagio do solo. Porto Alegre, Faculdade de Agronomia, UFRGS, 1985.

41. MILLER, R.H. & VIDOR, C. Response of soybeans to inoculation and nitrogen
fertilizers. Ohio agriculture research and development center progress report,
5-112. Columbus, The Ohio State University, 1977. )

42. NATIONAL ACADEMY OF SCIENCE. Nitrogen fixation. In: Microbial Processes:
Promising techonologies for developing countries, 1979. p.59-79.

43. NATIONAL ACADEMY OF SCIENCE. Tropical legumes: Resources for the Future.
NAS, Washington, 1979. 331p.

44, NEVES, M.C.P. & HUNGRIA, M. The physiology of nitrogen fixation in tropical grain
legumes. CRC Critical Rreviews in Plant Sciences 6(3):267-321, 1987.

450
L ﬂigq’ .
8 DRIGUEZ, J.; FREIRE, JR.J. & SCHRANK, I Isolation and caracterization of

FIXACAO DO NITROGENIO PELA SIMBIOSE... 139

STGATE, J.R., The fundamentals of nitrogen fixation. Cambridge Univ. Press, 1982.
«. 262p. .

variants of Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli. MIRCEN Journal, Dorchester
3:289-295, 1987. .

el EY, R.J. Production and quality control of legume seed inoculants in
47 Rogtcx}sl-t:lrla;lia. In: Freire. J.R.J. & Falcao C.F.B,, eds. Proceedings of the Workshop on
Rhizobiumfiegume inoculants. Porto Alegre, 1985, p.37-42.

; ; TO, S.M.T. Field

_RUSCHEL, AP; VOSEP.B; MATSUL E; VICTORIA, R.L. & SAITO, Fie

i8R evaluation of Nz-fixation and nitrogen utilization by Phaseolus bean varieties
determined by 15N isotope dilution. P1. Sail, Hague, 65:397-407, 1982.

. - N icdo botAnica,
. SAIBRO, J.C. Efeito do calcério, nitrogénio e‘fésforo sol‘.)m a composigho tﬁm_ .
“ mnatéria seca e proteina de misturas de espécies forrageiras tropicais esubtropicais.

(Tese de Mestrado.) Porto Alegre, Faculdade de Agronomia, 1971. 171p.

T0. S.M.T. Avaliagio em campo da capacidade de fixacao simbiética de estirpes de
50- SAI}:(}zgzobium p;‘:aseoﬁ Pesq. Agrop. bras., Brasflia, 17(7):999-1006, 1982.

- . . . 2l . d liv
: VER, W.S. & HARDAY, RW.F. Biological nitrogen fixatjon in forage and | estock
o SILsystems. New York, American Society of Agronomy, 1976. p.1-34. (Special Publ.,

28)

i hizobium techonoclogy.
 SOMASEGARAN, P. & HOBEN, HJ. Meth?ds in legume R
% Honolulu, University of Hawaii Niftal Project and MIRCEN, 1985. 367p. .

53. STEWART, W.D.P. Nitrogen fixation in plants. University of London, The Athlone
Press., 1966. 168p.

iteri ing infective and efficient strains
. STOWERS, M.D. & ELKAN, G.H. Criteria for s'electmgm ¢ ]
o4 ST of Rhizobium for the use in tropical agriculture. North Carolina Agriculture

Research Service, 1980. (Tech. Bul.,, 264)

M.D. & EAGLESHAM, ARJ. Symbiotic properties of fast-growing
% ST??vhv;EoRIf;;m Japonicum. 9th. North American Rhizobium Conference, Ithaca, NY,,

1983. 200p.

iti izobi i odulation. In: Vincent, J.M.,
. TRINICK. M.J. Competition between rhizobial strains for n
568 ed Nitrogen fixation in legumes. Sidney, Academic Press. 1982. p-229-236.

57. VINCENT, J.M. A manual for the pratical study of the root-nodule bacteria. Oxford,
Blackwell Sci. Publ., 1970. 183p.

58. VINCENT, J.M. The genus Rhizobium. In: STARR, M.P. et al., ed. The Prokaryotes.
Berlin, Heidelberg, Springer-Verlag, 1981. 2284p.



140 : JOAO R. J. FREIRE

§9. WHITNEY, A.S. The role of legumes in mixed pastures. In: Graham, P.H. & Harris
S.C. Biological nitrogen fixation techonology for tropical agri,culture: Papers,
presenf.ed ata Workshqp held at CIAT, 1981. Cali, Colombia. Centro Internacional
de Agricultura Tropical, 1982. p.361-368. ‘ ’ .

60. WORONIN, M. Uber die bei der Schwarzerle Alnus glutinosa) und.der gewdhnli
’ - 3 g h
Gartenlupme' (Lupinus mutabilis) auftretenden Wurze]anschwellungt:zn Isfe:
Acad. Imp. Sdi., St. Petersbourgh‘, Set. 7,10:n0. 6, 1-13, 1886. C )

comao:

10

BIOQUIMICA E FISIOLOGIA
DA FIXACAO DE NITROGENIO

Maria Cristina P. Neves®” & Norma G. Ruﬁijaﬁééi{(l) B

INTRODUCAO

A reagfio quimica que transforma o nitrogénio atmosférico em
amonia (processo de Haber-Bosch) exige temperatura e pressdo muito elevada de
modo a possibilitar o rompimento da ligagio tripla covalente entre os dois 4tomos
denitrogénio. Industrialmente, a redugéio do nitrogénio 4 amdnia consome energia
derivada de fontes ndo renovdveis, como o petréleo. A nitrogenase, enzima res-
ponsdvel pela fixacio biolégica donitrogénio, é capaz de promover a mesma reagéio
a temperatura ambiente e pressio normal, utilizando energia proveniente de
processos fotoou quimiossintéticos ou obtida a partir de carboidratos (fermentacao
ou respiragdo) e armazenada sob a forma de ATP.

COMO O NITROGENIO E REDUZIDO
A reagio de redugdo do nitrogénio ﬁela nifroggnase é descrita

N2 + 6H' + 6" — 2NH3 ceq. 1

Esta reagdo ocorre com.consumo de energia na forma de ATP,
podendo ser assim equacionada: :

12ATP — 12ADP + 12Pi

@ EMBRAPA/CNPBS, Caixa Postal 74505, km 47 da antiga rodovia Rio-So Paulo, CEP 23851
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Os elétrons disponiveis no sio destinados somente ao nitrogénio,
parte deles serd utilizado na produgéo do hxdrogémo A formagfio de hidrogénio e
a sua posterior evolugdo em alguns sistemas biolégicos ainda ndo é bem compreen-
dida, calculando-se, no entanto, que cerca de 25% dos elétrons disponiveis sdo
obrigatoriamente gastos nesta converséo:

16ATP — 16ADP + 16Pi
resultando na seguinte equagéo:
N2 + 8¢” + 8H -+ 2NH3 + He eq. 2

A fixacao biolégica do nitrogénio necessita da presenca dos seguin-
tes fatores: - ’

Nltrogenase ativa

‘A nitrogenase consiste de dois oomponentes protéicos. O compo-
nente 1 é uma proteina tetramérica formada por 2 subunidades alfa e 2 subuni-
dades beta com peso molecular entre 200.000 e 250.000 daltons (7). O componente
1 contém 2 dtomos de molibdénio e aproximadamente 33 dtomos de ferro, sendo,
por isso, conhecido como MoFe-protefna. Por se ligar ao nitrogénio promovendo
sua redugfio, este componente & chamado de dinitrogenase. O componente 2 6 um
dimero protéico. constitufdo por 2 subunidades gama de peso molecular entre
57.000 e 72.000 daltons e 4 Atomos de ferro, sendo, por isso, conhecido como
Fe-protefna. Este componente transfere os elétrons para a MoFe-protefna e por
isto é chamado de nitrogenase redutase.

A mtrogenase mais comumente encontrada & aquela que contém
molibdénio €, por isso, é conhecida como nitrogenase convencional. No entanto,
outfas nitrogenases t&m sido identificadas e sdo definidas como alteinativas,
Entre elas, a mais conhecida é a do Azotobacter vinelandii, onde o molibdénio da
dinitrogenase foi substituido pelo vanddio (11).

Os dois oomponent% da nitrogenase podem ser separados, mas
isoladamente néo sdo capazes de reduzir o nitrogénio; porém, quando se misturam
os dois componentes provenientes inclusive de espécies diazotréficas distintas, a
atividade da enzima é recuperada.

Suprimento de energia

Conforme foi mencionado anteriormente, a reagdio de redugsio do
nitrogénio consome energia, que é fornecida ao sistema enzimético sob a forma de
ATP. O ATP é produzido a partir da oxidagfo de substratos que podem ser
provenientes da fotossintese (nédulos de leguminosa e cianobactérias) ou entdo
substratos disponiveis no ambiente (bactéria fixadora de vida livre). A natureza
quimica do substrato é bastante varidvel e é dependente do microrganismo em
questio (Quadro 1).
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Fmpoqtin’mica R Subsﬁncia
" Alodol 7. Etaol
S o } _ Glicerol _
“Aldefdo - . 0 - UAkstaldefdo”
Acidos orgdnicos " Malonate
Succinato
Piruvato-
" Agiicar ) o . _.L-enbmose )
: ’ Daibose
Frutose
Glicose
Chiro-inositol
‘Mio-inositol .-
Sacarose
, Trealgse

Gemqaio de Redutores

"~ A flavodoxina e a ferredoxma sdo doadores de elétrons para a
mtrogenase in vivo. Estas substancias recebém elétroris do NADH, o qual é
réduzido a partir da oxidagfio de compostos de carbono, via cadeia resplraténa ou
via metabolismo anaerébico.

- ATIVADORES E INIBIDORES DE NITROGENASE |

. " Alémdo mtrogémo 4] oomplexo enz1mét1co da nitrogenase é capaz .
de doar elétrons a uma série de outros substratos, tais. como, éxido mtroso,‘
acetileno, azida, cianeto, metil isocianeto e tambem prc‘)t,ons como ja foi mencio-
nado.anteriormente. .

O prétoneo ox1do nitroso atuam como 1mb|dores competltlvos do
mtrogémo “Por esta tazdo, tem sido postulado que ‘estes trés substratos, sdp .
capazes de interagir com a nitrogenase utilizando 0 mesmo centro ativo. Por outro
lado, cianeto, azida e metil isocianeto sd0 inibidores competitivos entre si, porém
ndo competem com: o nitrogénio, o-que indica que os mesmos atuam em local
diferente do'centro que apresenta afinidade pelo nitrogénio.
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0 moné6xido de carbono ¢ um inibidor nio competitivo da ‘maioria
dos substratos da nitrogenase, ou seja, atua em outro local da estrutura enzims-
tica que néo o0 local de interagbes com o substrato. No entanto, ele nsio apresenta
nenhum efeito sobre a transferéncia de élétrons para os prétons, e é por isso que
aevolugdo de hidrogénio permanece inalterada, quando em presenga do mondxido
de carbono. Este fato é uma indieagdo de que a evolugdo de hidrogénio nfioc deve
ocorrer no mesmo sitio de nitrogenase que apresenta afinidade pelo nitrogénio.
Além disto, o hidrogenio, quando adicionado ao meio, ndo & capaz de interferir com
a evolugéio de hidrogénio, porém é um inibidor competitivo do nitrogénio.

Tem sido postulado para o acetileno um sitio de ligagdo com a
nitrogenase diferente do sitio do nitrogénio, embora os dois sejam capazes de se
inibir entre si, o que tem sido creditado ao fato de os dois competirem pela mesma
fonte de elétrons (24). '

COMO FUNCIONA A NITROGENASE

O mecanismo de a¢fio de redugdo do nitrogénio foi estudado exten-
sivamente em Klebsiello pneumoniae (32). Vamos apresentara seguir as diferen-
tes etapas descritas.

A dinitrogenase redutase recebe o elétron fornecido pelo NADH.
O elétron adquirido deverd entdo ser transportado para a dinitrogenase. Esta
transferéncia de elétron necessita de energia; mais exatamente 2 moléculas de
ATP devem ser consumidas para cada elétron transferido. A Fe-protefna ligada
ao ATP, especificamente MgATP torna-se mais negativa e, por isso, é capaz de
reduzir a MoFe-proteina (5,8). o o o

O elétron que alcanga a dinitrogenase se localiza Jjunto ao molib-
dénio, permitindo a ligagdo entre o nitrogénio molecular e aquele stomo. As
evidéncias indicam que o molibdénio o centroativo danitrogenase (26)..Um novo
elétron percorre o mesmo caminho do primeiro até ser capaz de propiciar um novo
grau de redugfio ao nitrogénio. A redugfio ocorre em etapas gradativas até haver
a formagho da aménia, a qual & entdo liberada e seguird a rota metabélica
caracterfstica de cada microrganismo. C

O mecanismo dessa reagdo enzimética pode parecer, A primeira
vista, bastante complexo. Porém se observarmos detalhadamente existem duas
reagbes envolvidas, ou seja, reagdo de oxi-redugdo e reacdo de transferéncia de
energia. ) 5 R

Asreagbes de oxi-redugdo sdo reaghes que acarretam d'transferdi:
cia de elétrons. Se observarmos o trajeta do elétron ao longo'das diversas etapas
de funcionamento da nitrogenase, verémos que ele passd do NADH para ‘a
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ferredoxina ou flavoproteina paraa Fe-proteina, em segui‘d.:a paraa M_oFe-protgina
e:flai;para o nitrogénio. Nesta_ trajetéria ocorreu uma série de reagbes de oxi-re-
dugﬁo

b A reagdo de transferéncia de energia ¢ um processo essencial para
c;?c,er ﬁvo» pois permite que a energia qbtida possa ser agurpula.da eﬂi:ieptemente
é‘iit;'ilizada quando necessdria. A energia é acumulada nas hgag)es quimicasentre
os Atomos que formam a molécula, sende que parte de.ssa energia _pov:ie ser
transferida para outra(s) substéncia(s). O ATP (ja'denosx:_na. tn-_f(_)sfato_) € uma
substancia altamente energética e é capaz de fornecer energia para a dinitroge-

nase redutase.

O CONTROLE GENETICO DA FIXACAO
BIOLOGICADENz

Os microrganismos diazotréficos desen volveram um sistema com-
plexo de controle para o processo de fixacdo biolégica de nitx_-og_enio.‘ Quando ha
disponibilidade de nitrogénio (por exemplo, NH*4, NOg", an.nnoé.cldqs, elc), a
biossfntese da nitrogenase é reprimida. A nitrogenase é sintetizada apenas
guando nfo h4 outra fonte de nitrogénio disponfvel. _ N

Os genes responsdveis pelo funcionamento da nitrogenase (nif)
em Klebsiella pneumoniae formam um conglomerado contendo 17 genes organi-
zados em 8 operons. Os genes nif H, nif D e nif K codificam as duas subunidades
da nitrogenase. Outros genes estdo envolvidos na formacio dos compostos da
cadeia de transporte de elétrons especifica para a dinitrogenase redutase e na _
sintese do cofator FeMo da dinitrogenase.

Os produtos dos genes nif L e nif A regulam a transcri¢io dos
operons nif, através de um intrincado mecanismo de dupl‘a cascata, envolvendo
nio sé os genes L e A, como também os genes responsdveis pelo controle do
metabolismo do nitrogénio, genes ntr A, ntr Be ntr C (13). :

Os produtos de ntr A e ntr C s30 necessdrios para ativar a
transcrigéo dos operons de nif L e A. O produto de n_if A, por sua vez, junto.com
o produto do ntr A ativam a transcricio dos demais operons .dos genes nif. A
repressdo por nitrogénio é mediada pelo produto de nif L (que inativa o produto
de nif A) e pelo produto de ntr B (que inativa o produto de ntr _C). O pmdqu de
nif L também est4 envolvido no mecanismo de repressao pelo oxigénio atravésda
inativagdo do produto de nif A (Figura 1).

Nos sistemas simbiéticos, o controle genético é bem mai_s 00.1‘51].)]9-
xo. J4 foram descritos pelo menos 50 genes que participam df’ processo simbiético.
Estes genes estio contidos em plasmideos (elementos genéticos autdnomos, cons-
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tituides por um segmento circular de DNA) e também no cromossoma da bactéria
Além disto, pelo menos vinte genes da planta estio envolvides no estabelecimentc;
da simbiose. oo

Perdas totais ou parciais da habilidade de fixar nitrogénio sdo
freqiientes em ‘microrganismos sob cultivo ém laboratério; principalmente em
alguns mic_lf_organismos nos quais os genes nif sdo localizados em plasmideos,
como € o caso de algumas espécies de rizébio de crescimento rdpido. Estes
plasmideos podem ser facilmente perdidos pela bactéria, apés exposigbes a trata-

mentos térinicos suaves (35-40 °C

A NECESSIDADE DE EXCLUIR O OXIGENIO

) -A sensibilidade da nitrogenase ao oxigénio, que pode destruir
irreversivelmente a enzima, representa um grande problema de ordem fisiolégica
para a maioria dos microrganismos diazotréficos, com excegio daqueles capazes
de metabolismo anaerdbico como por exemplo o Clostridium pasteurianum, um
anaerébio obrigatério. ‘ '

. A nitrogenase néo funciona na presenca de oxigénio e os microrga-
nismos capazes de metabolismo aerdbico, que enérgeticamente é muito mais
eficiente do que o metabolismo anaerébico, desenvolveram vérias estratégias para
proteger a nitrogenase do oxigénio. - : e
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G Bactérias diazotréficas anaerébias facultativas, como por exem-
bsiella, Enterobacter e Bacillus, fixam nitrogénio apenas sob condigtes

o :gﬁagrébiaas ou muito limitadas de oxigépio @3.

o Muitos diazotréficos de vida livre, como por exemplo os dos géneros
quspiﬁll_um: Herbaspirillum, Mycobacterium, Campylobacter, ete., quando su-
i;;-iﬁqs‘com.initrogénio combihado crescem aerobicamente, mas fixam nitrogénio
apenas, quando a taxa de dissolugéio do oxigénio no ambiente aquoso se iguala &
taxa de consumo pela respiragio, ou seja, fixam em microaerofilia. Através da
respiragdo, diminuem o nivel do oxigénio que poderia danificar a nitrogenase (2).
Bactérias do.género Bradyrhizobium, que se pensava capazes de fixar nitrogénio

nitrggé,n_io em vida livre desde que em condigées microaerofilicas (9).

Loocin

ey Alguns microrganismos aerébios desenvolveram mecanismos es-
peciais de protecfio para a nitrogenase que permitem o crescimento em presenca
deoxigénio. . .. | : :

Protecaorespiratéria: espécies do género Azotobacter sio muito.
bem adaptadas 4 fixag¢do de nitrogénio em condigbes aerébias. Nestas espécies a
respiragdo, desenvolve uma fungéio protetora. Taxas respiratdrias excepcional-
altas sdo observadas, servindo para eliminar 6 oxigénio do sitio da fixaggo.
‘evitar excessiva produgio de ATP, uma via respiratéria de pouca eficidnéia
é usada sempre que a protegio respiratéria é necessdria (25), gerando cerca de 1/3
do ATP que poderia ser formado pela via respiratéria normal.

. Produgio de exopolissacarideos: a produgéo de exopolissaca--
rideos (muco) tem sido apontada como uma forma de protegio ao oxigénio. Densa

" camada de muco se forma envolvendo as coldnias de Beijerinckia, Azotobacter €

Derxia gummosa, restringindo a difusio do oxigénio até as bactérias no interior
da-coldnia (2). Entretanto algumas estirpes ndo produzem goma e nem por isso
possuem maior sensibilidade ao oxigénio, de modo que o papel real dos exopolis-
sacar{dios necessita ser investigado.

Protecao Conformacional da Nitrogenase: As espécies de
Azotobacter apresentam também um mecanismo de protecgéio conformacional da
nitrogenase. Nestes organismos a nitrogenase se encontra numa fragio micro-par-
ticulada juntamente com uma proteina que € capaz de se ligar ao sitio sensivel 2
oxigénio, impedindo assim a inativagdo. Este mecanismo confere s bactérias a
capacidade de "ligar” e “desligar” a nitrogenase. Ou seja, sempre que as condigbes
de oxigenagfio excederem a capacidade protetora da respiragio, a nitrogenase é
*desligada” através do bloqueio do sitio da nitrogenase pela proteina. Assim que

as condigbes favordveis sdo restabelecidas a nitrogenase € "ligada” através do
desacoplamento da proteina (25). -
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Heterocistos: nas cianobactérias, o processo fotossintético é se-
melhante ao das plantas superiores, ou seja, os elétrons sdo obtidos através da
fotdlise da dgua gerando oxigénio. Enquanto que algumas espécies (por exémplo,
Plectonema) simplesmente separam no tempo os dois processos fisiologicamente
incompatfiveis, fixando nitrogénio apenas em condi¢des microaerofilicas quandoa
iluminagio é baixa e o processo fotossintético cessa, outras espécies (por exemplo;
Anabaena) mais bem adaptadas ds condigbes aerébicas desenvolveram células
especializadas, chamadas heterocistos que desaparecem sempre que existe
amonia dlspomvel no meio (29).

Nestas espécies a nitrogenase s6 ocorre nos heterocistos. As
células vegetativas possuem todas as enzimas responséveis pelo processo fotos-
sintético e evoluem oxigénio, enquanto que nos heterocistos o componente: respon-
sdvel pela evolugdo de oxigénio (fotossistema II) € ausente. Deste modo ndo ha
redugdo de di6xido de carbono pelos heterocistos, mas eles sdo capazes de fotofos-
forilagdo (30). Além disto, a grossa parede celular dos heterocistos restringe a
difusdo do oxigénio do meio externo. A troca gasosa se d4 por um pequeno orificio
que liga os heterocistos 4s demais células vegetativas, mantendo condigbes mlcro—
aerofilicas ao redor da nitrogenase.

Assoclagoes ¢om outros organismos: Muitos diazotréficos so
capazes de formar associagbes com outros organismos que os ajudam a consumir
o omgémo criandg, deste modo, amblentcs favordveis A fixagio de nitrogénio.

Asassociages dos diazotréficos podem incluir outros mlcrorg'ams«
mos [como os fungos, formando liquens (14)] e os vegetais superiores. Alguns
diazotréficos apenas se beneficiam da proximidade de uma raiz (por exemplo,
Azotobacter na rizosfera de.Paspalum notatum), outros sio capazes de penetrar
no interior das rafzes (como o Azospirillum em cereais) enquanto que os diazotré-
ficos mais especializados (como o rizébio com as leguminosas e Frankia com
néo-leguminosas como a Casuarina) formam estruturas especializadas, onde a
difusfo do oxigénio é bastante limitada.

Leg-hemoglobina: Nas associagdes de Rhizobium e Bmdyrhizo-
bium com leguminosas ocorre a formagéo de nédualosradiculares, osbacterdides
do rizébio sdo0 envolvidos por membranas de origem vegetal formando os envelo-
pes membranosos que contém um pigmento vermelho chamado leg-hemoglo-
bina, semelhante & hemoglobina do sangue. Tal como a proteina do sangue, sua
fungao é transportar o oxigénio, porém sua alta afinidade com o oxigénio faz com

"que seja capaz de liberar o oxigénio para o bacterdéide, em concentrages nunca

prejudiciais ‘a nitrogendse, representando-uma. forma de sisteina-tampéo para
oxigénio (1).-0s nédulosradiculares daslegumincsas sio, desse modo, comparti-
mentos-altamente especializados, onde-a fixagio de nitrogénio e o prooosso de
respiragiio aerébica foram fisiologicamente compatibilizados.
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CUSTO ENERGETICO DA FIXACAO DE NITROGENIO

A capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico, caracteristica dos
microrganismos diazotrdficos, confere vantagens competitivas nos ambientes
onde este elemento € limitante. A fixagdo biol6gica do nitrogénio, entretanto, éum
Processo que consome muita energia que é usada principalmente para romper as
ligagdes triplas, as quais conferem grande estabilidade 4 molécula de nitrogénio.
A reducdo de 1 mol de nitrogénio e a concomitarite evolugdo de 1 mol de hidrogénio
apresenta um requerimento direto de 16 moles de ATP (eq. 2).

O consumo de elétrons durante a redug¢do de 1 mol de nitrogénio
representa um dreno de energia da ordem de 12 moles de ATP, assumindo-se que,
se ndo fossem usados pela nitrogenase, os elétrons poderiam gerar 3 moles de ATP
pbr par, através da fosforilagdo oxidativa. No total, a fixagdo biolégica de nitrogs-
nio teria um custo tedrico equivalente a 28 moles de ATP por mol de nitrogénio
fixado.

A evolugao de hidrogénio representa uma ineficiéncia do sistema,
uma vez que consome elétrons e ATP para formar hidrogénio. A quantidade de
hidrogénio evoluido varia muitoentre os diversos microrganismos, podendo variar

- també&m é¢om as alteragoes nas condlgoeﬁ ambientes e fisiolégicas (20), sendo que,
. na auséncia completa de nitrogénio, todos os elétrons disponiveis & nitrogenase

siousados na redugdo de prétons gerando hidrogénio. Alguns diazotréficos podem,
porém, oxidar o hidrogénio produzido dtravés da enzima hidrogenase que atua
unidirecionalmente e pode recuperar parte da energia e dos redutores disperdiga-
dos no processo de evolugao de hidrogénio.

CUSTO ENERGETICO DA FIXAGAO DE NITROGENIO
POR DIAZOTROFICOS DE VIDA LIVRE

Os microrganismos diazotréficos existem em virtualmente todas
as categorias metabdlicas. A maioria porém, é quimiorganotréfica aerdbica facul-
tativa ou anaerébica obrigatéria.

O custo energético da fixacdo do nitrogénio pode ser facilmente
obtido em culturas puras, relacionando o consumo de carbono com o aumento na
quantidade de nitrogénio. O custo dependerd principalmente do caminho metabé-
lico usado na geragéo do ATP (Capitulo 16). O consumo de carbono por diazotré-
ficos aerdbicos pode chegar a 190 gramas de carbono por grama de nitrogénio
fixado, enquanto que os anaerdbios e os facultativos consomem até 300 gramas de
carbono por grama de nitrogénio fixado (18).

O consumo de carbono na protegio respiratéria da nitrogenase
diminui consideravelmente a eficiéncia dos organismos (cerca de 80% de diminui-
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¢do).. Desse modo. maiores eficiéncias dos aerébios podem ser observadas -em
ambientes com oxigénio limitado . ’ :

) . Estesvalores obtidos no laboratério em-culturas purasestdo longe
porém, de retratar o funcionamento destes sistemas nas condigdes naturais. De,:
um modo geral, a eficiéncia da fixagfio de nitrogénio é maior em solos anaerdbios
do que nos muito aerados, aleangando valores entre 28 e 35 gramas de carbono
por grama d._e ‘nitrogénio fixado, em solos suplementados com uma fonte de
carbono. A disponibilidade de fontes de carbono no solo &, éntrétanto, pequena,
principalmente em solos tropicais, limitando aacio dos diazotréficos quimibrga—
notréficos de vida livre. '

. . A colonizagéo da rizosfera das plantas por diazotréficos é bastante
comum. A rizosfera representa um sitio ecolégico favordvel ﬁxagéd biol()giéa de
nitrogénio, ndo s por apresentar disponibilidade de substratos de carbono devido
a,os'exsud‘atos radiculares, mas também por manter baixas taxas de oxigénio
devido & respiragio das raizes e demais microrganismos da rizosfera.

- CUSTO ENERGETICO DA FIXACAO DE NITROGENIO -
e EM SISTEMAS SIMBIOTICOS '

. A associagdo dos diazotrdficos com outros microrganismas, como
ocorre nos llguens ou com animais e plantas superiores, é bastante comum (27)

) Diversas estimativas do custo in vivo da, fixacdo de nitrogénio em

leguminosas e em plantas associadas a Frankia Jjé foram publicadas, e os valores

variam‘ d.e 1 até 8 gramas de carbono por grama de nitrogénio fixado, dependendo
da espécie da planta, condigbes experimentais e do manejo das plantas (18).

A simbiose das leguminosas com o rizébio é, entretanto, a mais
estudada. Nesta simbiose, o desenvolvimento e a manutencio dos nédulos, assim
como a fassimilagéo do nitrogénio fixado representa um gasto para a ,planta
hospedeira, e o custo total do funcionamento dos nédulos chega a consumir entre
1? e 2879 dos produtos fotossintetizados pela planta (15;16;17;21). Estes produtos
séo raplds.imente transportados para os nédulos, de tal forma que manipulagdes
na quantidade de produtos da fotossintese disponiveis geralmente provoeam
altez.'agées correspondentes na atividade dos nédulos, a nio ser que o sistema
esteja limitado por outros fatores.

) ) Apesar do maior custo energético envolvido no processo de fixagéio
b1916g1ca de nitrogénio nas leguminosas em relagdo & assimilaggo do nitrogénio
mineral (a reduggo de nitrato consome também muita energia; tjuando, pdrém é
processada nas folhas, usa excedentes de energia e redutores produzidos duran,te
a fotessintese, sem custo adicional para a planta), algumas leguminosas efetjva-
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mente noduladas raramente respondem & aplicacéo de fertilizantes nitrogenados
em experimentos de campo. Tal fato pode ser devido & baixa eficiéncia na
recuperacdo do fertilizante pelas plantas.. Em regioes tropicais esta recuperacio
pode ser de apenas 10%-(6), chegando excepcionalmente a 50% do nitrogénio
aplicado. Além disso, em leguminosas como feijéo, feijao de corda (caupi) e soja,
o processo de fixagéo biolégica de nitrogénio promove uma melhor distribuicdo do -
nitrogénio na parte aérea das plantas, favorecendoa produgéo de grdos (19). Deste
modo, o maior custo do processo bioldgico € contrabalangado por um melhor
aproveitamento do nitrogénio fixado. :

TRANSFERENCIA DO NITROGENIO
FIXADO NAS ASSOCIAGCOES FIXADORAS DE N2

Os diazotréficos de vida livre fixam o nitrogénio apenas para
suprir suas necessidades de proteinas, indispensdveis & multiplicacdo celular. A
aménia produzida é assimilada sob a forma de glutamina, através das enzimas
glutamina sintetase, glutamato sintase e glutamato desidrogenase. Os diazotré-
ficos que vivem em simbiose com outros-organismos, porém, transferem parcial
ou totalmente para o hospedeiro o nitrogénio que fixam.

Nas associagbes de cianobactérias com fungos formando liquens,
o fungo modifica 0 mecanismo assimilador de aménia da cianobactéria e, deste
modo, cerca de 95% da aménia produzida é excretada pela cianobactéria e
assimilada pelo fungo (22).

O mesmo ocorre na associacio das cianobactérias com Azol-
la/ Anabaena, onde ndo so a quantidade mas também a atividade das enzimas
assimiladoras de aménia sdo bem menores do que as apresentadas pela cianobac-
téria em vida livre (22). O nitrogénio fixado pela cianobactéria é entdo excretado
e assimilado pela Azollc.

As enzimas de assimilagdo da aménia sao também suprimidas ou
ausentes em Frankia em simbiose com ndo-leguminosas, e a amonia produzida é
excretada e assimilada no citoplasma das células nodulares da planta hospedeira,
tal como ocorre nos nédulos da simbiose das leguminosas com rizébio. Nas
associagdes envolvendo plantas superiores, o nitrogénio assimilado nos nédulos é,
entdo, transportado para as demais partes da planta hospedeira através do
xilema. Nas associagbes actinorrizicas, os principais compostos nitrogenados que
deixam os nédulos sdo amidas, citrulina e serina, sendo que a citrulina predomina
(80% do total) em Alnus enquanto que as amidas predominam em Myrica (31).
Um esquema geral do processo de assimilagao e transporte é apresentado na
figura 2.
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Figiira 9 Vias metabélicas dos prixi_cipa_is compostas nitrogenados produzidos pelos nbdulos e éxp_ortzdos
~ pelo xiléma para nutrigio da parie aérea da planta.

A SIMBIOSE DO RIZOBIO COM AS LEGUMINOSAS

T Orizébio, sob a forma de bactérdide, presente no interior de células
infectadas dos nédulos radiculares de leguminosas, possui as enzimas assimila-
tivas para a aménia, tal como a bactéria em vida livre. Estas énzimas, porém,
estdo presentes em concentragges muito baixas, de modo que a aménia produzida
€ exportada pelo bacteréide para a célula vegetal infectada que contém grandes
quantidades de énzimas assimilatérias da aménia, principalmente glutamina
sintetare e glutamato sintetase (3). As evidéncias sugerem que a etapa iniciai da
assimilapio da aménia estd relacionada com asintese de glutamina, via glutamina
sintetase e glumato sintetase. Porém, a0 contrario da bactéria de vida livre, o
citosol da célula vegetal nodular apresenta a glutamato desidrogenase bastante
ativa, fato este que ainda ndo pode ser bem compreendido (1). A glutamina é
utilizada como substrato para sintese dos diversos aminodcidos, amidas e ureidos
(alan’oina e #cido alantéico), que sfio os principais compostos exportados pelos
nédulos, sendo que os ureidos predominam nas espécies pertencentes a tribo
Phaseoleae (soja, feijao, feijao de corda, ete.) (10;20) e as amidas predominam nas
espécies de clr__ lemperado, especialmente as pertencentes & tribo Vicieae e

Trifolieae (ervilha, fava, lentilha, trevo, etc.) (28). A sintese de urefdos é muito

complexa, se comparada com a formagso dos aminoscidos. Ela envolve a sintese
de inosina 5-fosfato através das enzimas de sintese da purina e posterior degra-
dagdo até alantoina e #cido alantéico que ocorre nas células ndo infectadas do
nédulo,
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Resta uma pergunta: o que mantém o rizébio em associagio com

SopMeeai ot o N . =
" ayeélula vegetal? Pelo que existe de informagdo até o momento, sabe-se que a
" ambnia fixada é imediatamente eliminada, e os compostos dé carbono que alcan-

gam o néduloséo oxidados de forma a prover energia ¢ elétrons para a manutengao
da nitrogenase ativa (4). Mais recentemente, um modeld foi sugerido no qual o
fitrogénio a ser utilizado pelo bacteréide deve ser fornecido pela ?lantag, que des’fe
ado poderia controlar eficientemente o crescimiento do bacterdide. O nitrogénio
a ser transferido para a planta deve estar sob a forma de um aminodcido, mais
provavelmente o glutamato (12). .

Existem outras evidéncias que também sugerem uma intima
interacdo entre células vegetal e bacterdide. Estirpes de rizébio que contém
hidrogenase séo capazes de produzir seiva contendo uma fragio maior de nitrogé-
ni6::como ureido, o que tem acarretado numa maior produgdo de graos (19).
Embora este fato ndo esteja bem compreendido, é possivel que o metabolismo do
hidrogénio possa, de algum modo, modificar as vias de assimilagio da am{mia
preséntes na célula vegetal.
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FIXAGAO DE NITROGENIO EM ESPECIES
ARBOREAS

Celso G. Auer'’ & Romildo da Silva®

INTRODUCAO

Intmeras espécies arbéreas de interesse econdmico sdo conheci-
das dentro da familia das Leguminosas. A necessidade de se incluir o uso de
esséncias nativas no programa de reflorestamento brasileiro estimulou a pesquisa
sobre processos microbiolégicos (fixagdo de nitrogénio e micorrizas) associados a
essas plantas e que permitem o seu estabelecimento a baixo custo. Regiées com
solos marginais apresentando baixa fertilidade ou condi¢do semi-drida mostram
condigbes inadequadas para culturas agricolas, mas tornam-se potencialmente
indicadas para espécies fixadoras que possuam caracteristicas de rusticidade,
baixo requerimento de nutrientes e resisténcia & seca (26,41). Aliada a estas
caracterfticas, pode-se também pensar em uma melhor exploragio do solo e
adequada absorgdo de nutrientes com o auxilio das associagbes micorrizicas,
normalmente presentes em drvores (13).

ASSOCIACOES COM RIZOBIO EM LEGUMINOSAS

Nodulacio em Raizes.

A maioria das leguminosas arbéreas forma nédulos em raizes,
existindo uma grande diversidade de espécies formadoras entre as subfamilias de
Leguminosae (Quadro 1). Os estudos com espécies nativas brasileiras confirmam

@ Patologia Florestal, CNPF/EMBRAPA, Caixa Postal 3319, CEP 80001 Curitiba, PR.
Departamento de Biologia, Universidade Federal de Vigosa, CEP 36500 Vigosa, MG.
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Quadro 1. Ocorréncia de nodulagio em subfamilias de esséncias florestais de interesse Para o Brasil

3 Espécies
Subfamilia Conhecidas — Observadas
Noduliferas Nio noduliferas
a b a2 b
Cafesalpi-noideae 1873-1923 53 8 120 12
Mm:u:fsmdleae 2500-2900 351 26 37 _
Papitionoideae - - -12215-12792 - . 2416 .28 . .47 2

a: Allen & Allen (2). N
b: Adicionados por Campello (12); Faria et al. : Magathes - Ribei .
celos (41). p pello (12); Faria et al. (23); Magalhdes et al, (28); Ribeiro Jdnior (34) e Vascon-

a caréncia de informagbes pois, a cada trabalho de levantanier i
naturais, surgem informagdes sobre novas leguminosas arbi)?;(;:lgofncosiistﬁn 4
(andros 1 e 2). Em condigbes tropicais, cerca de 97% das plantas em Caesals;%0
noideae, 95% em Mimosoideae #:38% em Papilionoideae sfo drvores 2: 28)px
enorme quantidade de espécies contidas neste grupo possibilita uma diversidad
de exploragdo (Quadro 1 do capitulo 9), sendo importantes para a producao de
cg]u!ose € papel, energia, forragem, _a'duba‘géo.vérdé, madeira, alimento s:ara .
homem, sombreamento, reflorestainento (21) & revegetagao em Areas de "a%zd "
(14,29).”A utilizacdo de esséncias florestais noduladoras deve 'reoebg thaior
preferéneia para os trabalhos de reflorestamento, pois mudas eficientemente
inoculadas e bem noduladas mostram melhor estibelecimento no campo é cresci-
mento mais rdpido. A existéncia de inoculantes'e o desenvolvimento de sisternas
de produgio de mudas torna, possivel o éx_n'prégo de leéﬁxﬁinoéas como Leucaenae

Prosopis, na Silvicultura (16,23,25,26).
Nodulacgéio em Caule

A nodulagdo no caule foi primeiramente relatada nos géneros
Aeschyno.me_n,e’_ eSesbania e na aquatica Neptunia. Atéo Presente momento, todas
as leguminosas encontradas com esse tipo de nodulagio péftehc’ém sbméh,te aos
trés géneros descritos. A outra caracteristica comum a esse grupo € a habilidade
para crescer em solos inundados. Neste habitat, os nédulos surgem hos catilss
s_l.}meI‘SOS, ao nivel da linha de dgua e em rafzes adventicias. A quantidade de
nodqlos formados é grande, em comparagio com as, iegtuminosas cultivadas.(cerca
de. cinco a dez .vezes mais com Sesbania), de mbdq que a taxa de fixag,é.o de
nitrogénio por individuo éalta (17,36). A importéncia desse grupo esta relacionada
com 0 seu aproveitamento.como adubo verde ou forragem em dreas alag*:ldas(IS)

Sesbania fixa até 200'kg N/ha.ano. - -
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Quadro 2. Novas leguminosas arbbreas noduladas detectadas na Regido Sudeste do Biasil

Nimero de

Subfamilia " Géneros ero
. espécies

Caesalpinoideae Dimorphandra B |
" Sclerolobium 2
Tachigalia

—

Mimosoideae Acacia
) Albizia
Anadenanthera
Affonsea
Calliandra
Enterolobium
Inga
Mimosa
Newtonia
Piptadenia
Pithecellobium

Papilionoideae Andira
Centrolobium
Ciclolobium
Dalbergia
Derris
Erythrina
Lonchocarpus
Machaerium
Ormocarpum
Swarizia

o N B e B e s B W e B Oy R o e e e

Referéncia: Franco & Silva (25).

ESPECIES ARBOREAS NAO LEGUMINOSAS

Algumas drvores fora da famflia das Leguminosas possuem asso-
ciagdo com o rizobio. Uma delas é a Parasponia, um género da familia Ulmaceae,
ordem Urticales, a qual anteriormente era denominada de Trema. Esta drvore
apresenta h4bitos de planta pioneira, claramente demonstrados pelo crescimento
e colonizagéo de solos originados de atividade vulcanica e solos virgens de monta-
nhas com altitude de 1500 a 1800 m, na Indonésia (8). O género, que distribui-se
também pela Maldsia e Polinésia, apresenta apenas P. andersonii, P. parviflora
e P. rugosa descritas como formadoras de nédulos (10). A bactéria associada ndo
parece ser especifica ao género Parasponia, pois forma nédulos com espécies
leguminosas, tais como Vigna unguiculata e Macroptilium atropurpureum (7).
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QOutros géneros de plantas ndo leguminosas estfio na familia Zygophyllaceae. Esta
familia ocorre principalmente em regides tropicais e subtropicais, consistindo de
vegetagho xerofitica e halofitica lenhosa e perene. As espécies descritas pertencem
a0s géneros Zygophillium, Tribulus e Fagonia. Zygophillium distribui-ge pelos
desertos e estepes que se estendem desde ¢ Mediterraneo até a Asia Central, e
também no sul da Africa e Austrdlia. A 4rea de ocorréncia de Tribulus é o sul d’os
EUA, enquanto que Fagonia ocorre em desertos do Egito (10). A estrutura interna
dos p(’)dulos_de Parasponia possui certas particularidades, como uma zona apical
meristemdtica que produz continuo elongamento dos nédulos. Osnédulostornam-
se coraléides, de forma similar acs de Alnus-Frankia, porém com forma mais
{rregfllar, nem sempre de ramificagio dicotdmica e com base estreita no ponto de
llg::a.gao coma x:aiz principal. Parasponia apresenta nédulos facilmente destacs-
veis de for_ma similar ao de algumas leguminosas (8). A importéincia econdmica de
Parasponia estd em seu uso para: sombreamento de culturas agricolas como café
cacau e chd; produgéio de madeira para mourdes de cerca e fibras para celulose é
Papel (22). Para Zygophillium, Tribulus e Fagonia seu principal potencial de uso
€ a revegetagdo de dreas desérticas, fixagdo de dunas e plantio consorciado com
culturas agricolas em regidoes semi-aridas. A contribuicao da fixagfio neste grupo
€ encontrada apenas para Parasponia (Quadro 3). P

FORMACAO DOS NODULOS PELO RIZOBIO EM
ESPECIES ARBOREAS

. o A andlise dos nédulos formados pelo rizébio, entre as diversas
espéciesde plantasleguminosase néo leguminosas, apresentaalgumas diferengas

Quadro 3. Estimativas de fixagdo anual de nitrogénio em irvores tropicais
-_—

Espécie dﬁfﬁ Nitrogénio fixado
—_—
Leguminosas ke ha ™ ano’™
- Acacia mearnsii 7 Terras tropicais altas ‘ 200
A. holasericea Area degradada - mina 64
A. penatula < 34,3
Gliciridia sepium - 12,9
Inga jinicuil Sombra para café 35 ,0
Leucaena larisiliqua Trépico imido 500’
L. leucocephals . Trépico timida 200-600
Nio leguminosas
Casuarina equisetifolia Zona 4rida - - 58
C littoralis - - Trépico imide oo 218 -
. Parasponia : C - Trépico-dmido o 850

—_— e

Referéncia: Dobereiner (16) e Frarco & Silva (25).
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.finportantes quanto ao ponto de vista morfolégico, ecolégico e funcional. A dife-

. @driea-na "morfologia dos nédulos é fungdo do tipo-de infecgdo e colonizacio
i .érgmovida pela’bactéria, durante o deséhvolvimento da simbiose e da resposta do

ghospedeiro a infeegio. A existéncia de estirpes da bactéria, reflexo da variabilidade

egenética, resulta na especificidade de'infec¢io a determinadés grupos de plantas
hospedeiras compativeis, para a ocorréncia da infecgdo e simbiose(1). Os locais da
planta onde ocorrem os processos de infecgfio e formacio de nédulos sdo denomi-
nados sitios de nodulagédo e estdo intimamente ligados 4 evolucdo da relacio
simbi6tica. Na natureza sao encontrados sitios de nodulagéo em raizes de solo e
adventicias e em caules de determinadas drvores (Quadroi4). Estudos recentes
tém demonstrado a existéicia de uma adaptacgfo na fixagdo bioldgica do nitrogé-
nio, entre bactérias e drvores. Aparentemente, as plantas formadoras de nédulos
no caule seriam as mais evoluidas, em rela¢io as formadoras de nédulos somente
em rajzes. As drvores formadoras de nédulos em raizes e caule, simultaneamente,
sdo caracterizadas por possuirem habitat semi-aquético a aqudtico, tendo como
adaptago a formacdo de raizes aéreas {(adventicias) para sobrevivéncia em
perfodos de inundagio. Esta modificagio no sistema radicular foi acompanhada
por uma adaptacio dirigida da bactéria em sua ecologia de nodulagio, para
infecgdo e nodulagio nos pontos de origem de raizes adventicias ou junto as
mesmas. No caule esses pontos, denominados de primérdios de raizes, sfo infec-
tados diretamente pela bactéria, ou através de vetores durante os periodos de
inundaggo. Dentre o grupo de Arvores fixadoras em caule, as espécies consideradas

Quadro 4. Classificacio de drvores fixadoras de nitrogénio quanto ao tipo de sitio de nodulagio e de fi-
xag3o por Rhizobium

Nodules em raizes
Fixagdo intercelular
Células bacterianas fixadoras em corddes de infecgdo
Arvores leguminosas: Andira
Asvores nio leguminosas: Parasponia e famflia Zygophillaceae

Fixacdo intracelular
Bacter6ides dentro de células infectadas - .
Ocorréncia na maior parte das leguminosas arbdreas. Ex. Albizia, Leucaena, Mimosa, etc.

Nodulos em raizes e caule

Fixaciio intracelular em drvores leguminosas

Nédulos formados na base de rafzes advent{cias e sem clorosplastos: Género Nepfunia

Nddulos originados de primérdios radiculares do caule e presenga de cloroplastos
a) Zona meristemdtica do primérdio invadida por corddo de infecgio: Género Aeschynomene
b) Zona meristemdtica do primérdio invadida por infecgdo direta e por gorddo de infecgio: Gé-
nero Sesbania

Referéncia: Akkermans &Howers (1); Dreyfuss et al. (17) e Faria et al. (24).
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mais evolufdas séo Aeschynomene afraspera e Sesbania rostrata. ra; '

2 1 2 resenta-
rem nédulos oorftendo cloroplastos que fazem fotossfntese. Os mel::oos' :voluidos
d.este grupo, seriam A elaph)mylo.n e Neptunia oleracea (17). O aspecto adapta:
tivo da ﬁxagao.também pode ser discutido com base no tipo de interacdio entre a
bactéria.e o sftio de fixacdo dentro do nédule (Figura 1). As drvores pertencentes

NOOULDS FOR TODO O CMAE .

NODULOS EM Rafzes ..
ADVENTRMAS

§ § FIXAGRD MTERCELULAR . N\ .
N
Farvmoni

Figura 1. Adaptagdo de simbiose planta hospedeira - RAizobium. Fonte: Faria et al (2:5) e rei .
2 . impressd
da figura 1A, Ce D - Dreyfuss et al. (17) com permissio da American Society for Mic:obiolc.::;,lyp.l °
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aos géneros Andira e Parasponia.possuem nédulos considerados como primitivos,
pois a célula bacteriana fica retida no corddo de infecgdo intercelular, sendo
";ﬁ-o\rével este local como g sitio de fixa¢do do nitrogénio (24). Todas as outras
leguminosas apresentam o processo intracelular de fixaggdo. O cordao de infecgéo,
cohstituido pelas bactérias, promove a passagem das mesmas para o interior das
células do-hospedeiro, nio que sdo encapsuladas e envoltas por uma membrana. A
célula bacteriana pdra seu crescimento e torna-se estdtica assumindo uma forma
denominada bacterdide. Nesta fase ocorre a fixagfio do*hitrogénio, a qual &
facilitada pelo contato intimo entre as células dos simbiontes (Figura 2).

Figux:a 2. Distribui¢io da bactéria Rhizobium dentro do nédulo em leguminosas. Células da iz (A) re-
cebem a célula bacteriana liberada pelo corddo de infecgdo (B). A célula de Rhizobium é éncapsulada
individuaimente (C) tornando-se em bacterdide. Fonte: Dreyfuss et al. (18).

ASSOCIACOES COM FRANKIA

A estrutura responsdvel pela captagdo do nitrogénio atmosférico
em plantas leguminosas é o nédulo, que contém bactérias do grupo Rhizobium.
Em plantas ndo leguminosas pode haver a fixagéo bioldgica do nitrogénio pelo
rizébio e pelo actinomiceto Frankia, este Giltimo formando nédulos denominados
de actinorrizas (10). Cerca de 200 espécies de plantas njo leguminosas, distribui-
das em 20 géneros e 8 ordens, podem ser noduladas por Frankia (Quadro 5).

O termo actinomiceto identifica microrganismos classificados
como bactérias, apesar de apresentarem similaridades com fungos, pois produzem
filamentos finos e ramificados de micélio no solo (3;33).
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Quadro 5. Plantas formadoras de nédulos do tipo encontrado em

Alnus . »
Familia - Género
Betulaceae Alnpus Mill.
Casuarinaceae Casuarina Adans.
Coriariaceae Coriariz Hook.
Datiscaceae Datisca L.
Elaeagnaceae Elzeagnus 1.
Hippophae L.
Shepherdia Nutt.
Myricaceae Myrica L.
Rhamnaceae Ceanothus L.
Colletia Comm.
Discaria Hook.
Kentrothamnus Suess. & Overkott
Talguenea Miers
Trevoa Miers ex Hook.
Rosaceae Dryas L.

Cercocarpus Kunth
Chamaebatiz Benth.
Cowgnia D. Don
Purshia DC,

. Rubusl.

Referéncia: Bond (10).'

FORMAGAO DO NODULO POR FRANKIA
EM ESPECIES ARBOREAS

O néduloe de plantas actinorrizicas € uma estrutura perene forma-
da por repetidas ramificagdes das raizes laterais e que termina em um nédulo
lobular. Os nédulos podem ser classificados em dois principais grupos morfol4gi-
cos: 0s nédulos encontrados em Alnus (Figura 3a) e os encontrados em Casuari-
na/Myrica (Figura 3b).

O sistema de estahelecimento da simbiose segue 0 mesmo processo
inicial de infec¢fio observado para o rizébio em leguminosas arbéreas. Entretanto,
o processo de formagho apresenta maior complexidade, visto que requer uma
sucessio de etapas para oestabelecimento do endéfito (actinomiceto), na rizosfera.
As principais caracteristicas morfoldgicas da estrutura interna dos nédulos de
Frankia e Rhizobium podem ser comparadas observando-se a Figura 4 e maiores
detalhes sdo descrites no Quadro 6.

Os estudos sobre a formagéo de nédulos por actinomicetos foram
desenvolvidos, principalmente, em Alnus sp. Na fase inicial da infecgfo, forma-se
um nddulo prinidrio que serd a base do nédulo verdadeiro. A infecgdo priméaria
ocorre quando da entrada do microrganismo dentro do pélo radicular e com o
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Jesenvolvimento intercelular de uma fina hifa QQ.actinomiceto; o processo conti-
%iua ¢om as células do cortex da raiz sofrendo dmsc:)&s ce}ulares, antes de serem
infectadas pela hifa. Com a maioria das células do cortex infectadas, forma-se um
- ramalhete de hifas com vesiculas nas extrefmdade;. O nédulo verdadeiro é
i completado pelo surgimento da raiz lateral, cujo processo promove 0 fechamento
- dos espagos do nédulo primario e este assume a fm:ma lobulgr, causada ’pt_elg
persistente infecgioda regido cortical (11). 0 desenvolvnmento. apicale m?rfologlco
do n6dulo lobular cria zonas especificas para o endofito. Pax:tim_d_o_ d_o épx_ce paraa
baige do nédiilo, o actinomiceto fica localizado logt? apisaregido merxstzexflétxfra a}té
uma certa extenséo, além da qual desaparece (Figura 4a). Esta descrigdo foi feita

né6dulos encontrados em Alnus e nio deve ser considerada como a prmc1p-al,
pois existem diferencas entre a forma ¢ a estrutura das vesfculas entre as espécies
actinorrizicas (11,39). . -

Fig;lta 3. Tipo de nodulos em rafzes de plantas nao legumi (A) tipo Alnus e (B) tipo Casuarina/
> [Myrica. Fonte: Becking (5). ) .

Figura 4. Corte longitudinal de addulos de Rhizobium e de Frankia ando a distribui¢do in@m dos

tecidos colonizadas. Fonte: Mosse (33). .
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Quadro 6. Compara¢io do processo de nodulaﬁo entre leguminosas e niio leguminosas

Carnacteristicas Leguminosas Nio leguminosas
Endéfito . Rhizoblum = . Frankia
Reagdo i presenga do endéfito enrolamento ¢ ramificagio idem
. do pélo radicular
Método de invasip via pélos radiculares ¢ via pélo radicular
‘ epiderme (raro)
Sftio de infcio do nédulo cbrtex da raiz um nédulo prim4rio a partir do
obrtex ¢ nédulo fixador a par-
. {ir do periciclo
Localiza¢do do tecido cortical ‘ central
vascular do nédulo
Localizag3o do tecido infectado central cortical
Estrutura de fixagdo bacterbide vesfcula do endéfito
de nitrogénio
Pigmentacio hemoglobina _ antocianinas/tanino
Longevidade de poucas semanas a perene perene

Referéncia: Sprent (37).

FIXAGAO DE NITROGENIO POR FRANKIA

As vesfculas parecem ter uma significincia funcional muito im-
portante, quanto a atividade da nitrogenase. A fixacdo, in vitro, ocorre quando
vesfculas sfio produzidas pelos micélios de Frankia, em cultura liquida com baixos
teores de oxigénio dissolvido, parecendo ser importante para asimbiose apresenca
de estruturas ou adaptagdes metabélicas, dentro do hospedeiro; que restrinjam a
difusiodooxigénio nosftio de fixagfio (9). Por outro lado, certas estirpesde Frankia
em Casuarina podem fixar nitrogénio sem formar vesfculas em niejo de cultura e
dentro dos nédulos (15). Apesar de a necessidade de vesfculas para a fixaghio do
nitrogénio ser controversa, estudos de Becking (6) demonstraram que a porgio
intermedidria do nédulo contém mais vesfculas ativas e, justamente nesta regifio
ocorre a fixagho ativa do nitrogénio, confirmando a importancia vital dessas
estruturas. A técnica conduzida para a determinagdo da capacidade fixadora de
Frankia é idéntica & empregada no sistema leguminosa-rizébio. A redugdo do
acetileno e o cultivo em solugfio nutritiva, sem nitrogénio combinado, sdo as
principais técnicas utilizadag para detectar e/ou avaliar a extensgo do fen6meno,
em laboratério. A avaliagio de campo da.fixacso pode ser estimada pela técnica
go is6topo I5N. Valores obtidos por este método podem ser observados no quadro

. . Apresenca de micorrizas em rafzes de frvores auxilia no processo
de fixagio biolégica do nitrogénio. Rose & Youngberg (37), estudando os efeitos da
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Quadro 7. Fixagio anual de nitrogénio por plantas nio legu-
minosas associadas com Frankia, em condiges de campo

Hospedeiro Nitrogénio fixado
kgha ! ana™?

Arvores

Alnus crispa - 61

A. glutinosa 56

A.incana . 40

A. rubva > 300

A. rugosa 193

Casuarina equisetifolia 229

Myrica cerifera ......... 3

M. rubma 15-25

Plantas herbiceo-arbustivas

Ceanothus spp. 60

Dryas drumondii 18-36

Hippophae rhamnoides 179

Referéncia: Becking (4).

endomicorriza e actinomicetos filamentosos em associagio com Ceanothus veluti-
nus, verificaram que o suprimento de N e P foi suficiente ao crescimento da planta,
em consequéncia do estabelecimento simulténeo dos microssimbiontes. O nivel de
cdlcio na planta aumentou, bem como a produgéio de biomassa seca. A nodulagio
e a atividade da nitrogenase também tiveram aumentos significativos.

APLICAGAO DAS ASSOCIAGOES
DE NAO LEGUMINOSAS-FRANKIA

O impacto econdmico do uso de plantas niio leguminosas nodula-
doras com Frankia 6 maior na Silvicultura do que para culturas agricolas, Arvores
como Alnus e Casuarina fornecem madeira para muitos paises (20), sendo que
Alnus ¢é largamente utilizado para colonizar solos alterados e com residuos
urbanos incorporados e em consorciamento com esséncias florestais nio fixadoras
como Fraxinus, Liquidambar, Liriodendron, Pinus, Platanus, Populus e Pseudot-
suga. Além da simbiose, Alnus também fornece e libera compostos orgénicos para
o solo, que podem estimular o crescimento de microrganismos fixadores de vida
livre (38). Plantas herb4ceo-arbustivas associadas com Frankia como, por exem-

-plo, Ceanothus, podem ser empregadas para enriquecimento de solos florestais

com deficiéncia de nitrogénio, principalmente em consorciamento (10). A produgéo
de madeira, para serraria e energia, e de biomassa, o controle da erosio e a



i68 . “CELSO G. AUER & ROMILDO DA SILVA

revegetagio de 4réas semi-dridas, dridas e desérticas sdo outras aplicacoes das
Arvores actinorrizicas. O potencial destas plantas pode ser visualizado no quadro
8. o :

Quadso 8. Potencial de aplica¢io de drvores hospedeiras de Frankia

: Género . e
Familia estudado Sitio ecolégico mdu_:ado .
Betulaceae Alnus Plantio em solos pobres, s0los com res{dus industriais ¢ de mineragio
Casuarinaceae Casuarina Florestas tropicais, solos salinos, dreas desérticas e fixagao de dunas de
. areia U
Myricaceae Myrica Plantio em freas inunddveis, fixacdo de dunas de areia, recuperagdo de

Areas com solos alterados ¢ com resfduos.de mineragio

Referéncia: Berry (9).

ASSOCIACAO ESPECIAL: NODULOS EM FOLHAS

7 ~ Nodulos foliares tém sido descritos em espécies de plantas arbus-
tivas e lerihosas, tendo sido detectados na Asia. Representantes destas plantas
pertencem aos géneros Ardisia (familia Myrsinaceae), Pavetta e Psychotria (fami-
lia Rubiaceae) (41). Estudos desenvolvidos com Ardisia crispa e Psychotria punc-
tata demonstram a existéncia da simbiose entre éste grupo de plantas e uma
bactéria de taxanomia indefinida. A bactéria 6 ‘mantida sobre a planta, por
secregdes da brotagio e da parte aérea da planta, sendo essas secregdes constitui-
das por uma mucilagem composta de carboidratos e protefnas (31). Posteriormen-
te, a bactéria invade a-cAmara subestomdtica dosporos estométicos, presentes na
superficie das folhas e receptsculos florais. Com o desenvolvimento e a prolifera-
¢Ao da camada da epiderme, ao redor do poro, as bactérias §80 empurradas para
o interior da lamina foliar e encapsuladas, formando um pequeno nédulo interno.
O crescimento da coldnia bacteriana e do tecido do nédulo causam a expansdo do
mesmo, originando, por sua vez, uma rede de células interconectadas, dentro da
qual ocorrem as trocas metabélicasentre o microssimbionte e a planta hospedeira
(32). A modificagfio na estrutura dos simbiontes, apés o estabelecimento da relagso
simbibntica, é encontrada tal como em outras simbioses entre bactérias e plantas.
A bactéria apresenta pleomorfismo, enquanto que as células do meséfilo foliar
perdem o cloraplasto, que é substitufdo por plastideos degenerados, armazenado-
res de lipideos (27). O valor e a import4ncia desse tipo de associagio sdo contra-
ditérios. Evidéncias apresentadas por Edwards & Lamotte (19) mostram que o
valor do nédulo estaria rélacionado com a produ¢fio de hormoénios, da classe das
citocininas. Van Hove (40) pesquisou a possibilidade da fixagio ‘por nédulos
foliares e concluiu que a quantidade fixada é muito baixa e pouco significaria para
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geconomia do nitrogénio, para a planta e para o ecossistema. Por outro lado, todos

“7 ogtrabalhos mais recentes sdo unadnimes em aceitar a simbiose, sem, no entanto,

identificar taxonomicamente a bactéria e, principalmente, quantificar a fixacdo
biolégica do nitrogénio (30). .
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'FIXAGAO DE NITROGENIO
EM ASSOCTIACAO COM GRAMINEAS

Johanna Débereiner®

INTRODUCAO

Dentre os sistemas agricolas que contribuem para a reciclagem do
N perdido para a atmosfera, os mais importantes sdo as simbioses das legumino-
sas, discutidas nos capftulos 9 e 11. Entretanto, outras associagbes menos perfei-
tas, como as com cereais e gramineas, estdo rapidamente ganhando em
importéncia, jA que os cereais representam a base alimentar mais importante,
especialmente em paises em desenvolvimento. Entre os cereais e gramineas em
nosso meio, todos, com excegéo.do arroz e do trigo, possuem uma via fotossintética
(via C4) mais eficiente que leguminosas e gramfneas temperadas, e, com isso, séio
capazes de converter intensidades de energia solar duas vezes maiores. Esse tipo
de planta pode mais facilmente dispensar fontes energéticas para a alimentagio
de bactérias diazotrdficas e o processo energeticamente caro da conversdo do N2
atmosférico em formas combinadas utilizdveis pelas plantas.

. A identifica¢io de uma associagfo entre plantas e bactérias fixa-
doras de N2 depende da demonstracéo de interagdes bactéria-planta em beneficio
de pelo menos um dos participantes. Vdrias associagdes deste tipo foram identifi-
cadas, a maioria delas em regides de clima tropical ou subtropical, onde as
temperaturas do solo, durante todo o ano, sdo mais favordveis aos processos
microbiolégicos em geral.

(1) EMBRAPA/CNPBS, kin 47 da antiga rodovia Rio - Sao Paulo, CEP 23851 Seropédica, RJ.
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BACTERIAS AEROBIAS

o o Asprimeiras associagdes com bactérias diazotréficas identificadas
foram as de bactérias aer6bias com a cana-de-agiicar e com a grama “batatais"
(Paspalum notatum cv batatais). Bactérias do género Beijerinckia, que ocorrem
quase exclusivamente em regides tropicais (5), foram isoladas de 95% de solos de
canaviais, ao passo que apenas 62% de amostras de solos coletados sob outra
vegetagdo continham a bactéria, conforme demonstrou Dobereiner (10, 11). Nes-
ses mesmos trabalhos observou-se, ainda, que Beijerinckia spp se multiplicam
seletivamente na superficie das raizes da cana-de-aglicar, em detrimento de
outras bactérias, fungos e actinomicétos. Uma nova espécie de Azotobacter, A.
paspali, foi encontrada em nimeros elevados quase exclusivamente nas raizes da
"grama batatais". Ela foi encontrada em 98% de 252 amostras de raizes desta
grama, enquanto apenas 3% das amostras de outros ecotipos da mesma espécie e
nenhuma das 200 amostras de outras plantas continham a bactéria (12, 13).

Dentre todas as associagbes, até hoje conhecidas, de bactérias
fixadoras de N2 com plantas, essa descrita acima é a mais especifica, inclusive em
relagfio 4 simbiose das leguminosas. Infelizmente, o mecanismo dessa associagéo
até hoje ainda n4o foi esclarecido. ' '

' BACTERIAS MICROAEROFILAS

: Os rdpidos-avangos no descobrimento de outras associagbes nos
altimos anos deve-se principalmente & introdugfo de meios sem N e semi-sélidos
para o isolamento das bactérias associadas. Nesses meios; foi isolada uma série
de bactérias novas que tém a caracteristica comum de, apesar de serem aerébias
quando cultivadas em meio de cultura contendo N mineral, apenas conseguirem
fixar o N2 e crescer com N2 como tnica fonte de N em condigbes microaerdfilas,
isto é, onde hd Os suficiente para a sua respirag¢fio, sem, noentanto, haver actimulo
de O2 no meio que inativa a nitrogenase. :

Em meios semi-sdlidos essas bactérias se movem ativamente,
atraidas por um mecanismo de quimotaxia paraaquela regidio dentrodo meio onde
a taxa da difusdo do Os est4 em equilibrio com a taxa da respiragfio da bactéria.
Com esses meios semi-sélidos, nos Gltimos 10 anos foram descobertas 8 novas
bactérias fixadoras de N2 que t&m a capacidade de se associarem com gramineas,
cereais ou com a cana-de-aglcar.

Azospirillum spp. - Ocorrem em niimeros elevados na maioria dos
solos tropicais, em rafzes de gramineas forrageiras, milho, sorgo, arroz e trigo,
além de vdrias outras culturas e foram encontrados no Brasil, México, Argentina,
Coldmbia, Senegal, India, Paquistdo e Austrélia, como ainda, em nimeros meno-

FIXACAO DE NITROGENIO EM ASSOCIACAO COM GRAMINEAS, 175

res, em., vdrios. paises -de clima temperado. (15). Foram descritas 4 espécies,
Azospirillum brusilense, A. lipoferum (18,23), A. amazonense e, recentemente, A.
halopraeferans (21). Todas estas espécies ocorrem em nimeros muito mais eleva-
dos na rizosfera de gramineas e cereais do-que no solo e foram isoladas também
de rafzes esterilizadas. A. halopraeferans, por enquanto, somente foi isolada de
uma, espécie de capim comum em solos salinos do Paquistdo (Kallar grass), e
tentativas de encontrd-lo em outras espécies de regides dridas no Brasil ficaram
sem sucesso. o '

Além do enriquecimento de Azospirillum spp. na rizosfera, o papel
destas bactérias na fixagio de N2 associadas 4 Digitaria decumbens e ao milho foi
demonstrado pela correlagdo altamente significativa entre a atividade da nitro-
genase (medida pela redugso de acetileno) de pedagos pequenos (1 cm) de raizes
com a de culturas de enriquecimento de Azospirillum obtidas com estes mesmos
pedagos de raizes (8,14).

Recentemente, foram ainda encontradas trés novas bactérias
fixadoras de Ng, as quais se multiplicam seletivamente nas raizes de milho, sorgo,
trigo ou cana-de-agficar e que conseguem infectar as raizes: Herbaspirillum
seropedicae (2), Bacillus azotofixans(22) e Acetobacter diazotrophicus (9, 16). Esta
ltima parece especificamente adaptada  associagdo com a cana-de-aglcar, ji que
cresce melhor com altas concentragdes de agicar no meio (10%), e até hoje néo foi
encontrada em associagio com outras plantas. Assemelhandose as bactérias
produtoras de 4cido acético, esta é uma bactéria da familia Acetobacteriaceae e
oxida etanol formando 4cido acético que continua sendo oxidado até HaO e CO2.
Da mesma forma, a glucose é completamente oxidada apés formagio de 4cidos e
a bactéria continua fixando N2 e crescendo em meio com pH abaixo de 3.0. No
quadro 1 podem-se comparar as principais caracteristicas das bactérias fixadoras
de N2 que se associam &s plantas superiores.

' SIGNIFICANCIA DA FIXAGAO DE NITROGENIO
EM ASSOCIAGAO COM GRAMINEAS

Na maioria das associagdes acima, mesmo quando confirmado o
efeito positivo da planta sobre o desenvolvimento das bactérias, ainda nfo hd
confirmagéo de efeitos benéficos da bactéria sobre a planta. Em Israel, qnde 0s
solos estdo quase estéreis, a inoculagdo com Azospirillum tem proporcionado
aumentos de produgdo de cereais na ordem de 10 a 30% (20), mas este mesmo
inoculante nio surtiu efeito no Brasil. £ que Azospirillum ocorre em abundancia
em solos brasileiros, e somente se pode esperar um efeito da inoculagdo, sob
condigbesde campo, em locais em que forem introduzidas bactérias mais ef:lcienbes
do que as j4 existentes no solo, e, quando estas se estabelecerem nas raizes d:as
plantas inoculadas. Isto foi possivel com certas estirpes de A. brasilense selecio-
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Quadso-1. Comparagiio de baciérias fixadoras de Ny que se associ lantas [Dbereiner (12);
Tarrand ei al. (23); Seldin et al. (22); Baldani et al. (2); Cavalcante &Doberemet 9, 16) e Reinhold
etal. (21)

Beife- Azospi-
Azoto- rinckia rillum
bacter indica, brasi-
paspali B. flumi- lense, A.

nensis  lipoferum

: Herbas- Aceto-
A.ama-  A. halo- pirillum  bacter
zonense pmefemns serope-  diazo-

dicae  tropicus fixans

Bacillus
azoto-

Crescimento .
sob ar t ) + + + + + + +
Fixagdo N, +
sob ar

Crestimento
com Ny

lea(;ao de N,
com 10 mM NO3~ t - - .~ - + +

I+

Uso de sacarose + + — + — — +

.

pH &timo 7,0-80 5,0-80 6,0-7,0 58-66 68-80 53-80 38-55 6,5-75

Tem tur; -

© btima 31 30 35 s a4 B 30 3
Isolado de rafzes :

esterilizadas - - - - + - ot +

Quadro 2. Efeito da moculagao com Azospirillum brasilense em experimentos de campo no Parand no
estabelecimento da bactéria e na incorporagdo de N pela planta (Baldani et al. (3), Baldani et al. (4))

Bactéria inoculada N total na planta
Inoculante I
Solo rizosf. Raiz est. 15kg N(D) 60kg N
%  ——kgha!

Experimento I ’
Controle 1 5 57 69
Sp7(Cd ;(2) turfa 61 11 56 66
Sp 245C) turfa 44 76 69 68

Expetimento I
Controle 0 0 24 10
Sp 245 turfa 28 89 33
Sp245 6leo 0 0 26

(I)Adubagao nitrogenada apllcada nas plantas de trigo e sorgo.
2 ‘Estirpe isolada de solo abaixo de Digitariz, multiplicada e veiculada em turfa.
@ Estirpe isolada de rafzes esterilizadas de trigo no Parani, multiplicada e veiculada em turfa ou §lco.

~ conhecidas do is6topo pesado de !
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nadas e marcadas com resisténcia a antibiéticos, em trigo e sorgo (3). No quadro
2 pode-se observar que somente estas estirpes proporclona.m efeitos sobre o
crescimento das plantas.

Era de se esperar que os efeitos da inoculagio com Azospirillum
na incorporagéo de N total da planta fossem devidos & fixago de N2 pela bactéria.
Entretanto, observou-se que o_efeito da inoculagdo foi principalmente devido a
assimila¢do mais eficiente do 15N do soloe nao devido a fixacio de N2 atmosférico
(6), quando trigo, inoculado ou nao, foi plantado em solo contendo concentragbes

‘}’N onde uma fixagdo de N2 se manifestaria
através da dilui¢io isot6pica com o 14N da atmosfera (método de diluigsio isotSpi-
ca). Isto ainda foi observado em experimentos com mutantes de Azospirillum
nitrato redutase negativas que néo tiveram o mesmo efeito, confirmando, dessa
forma, o papel da nitrato redutase da bactéria na assimilacdo de nitrato pela
planta.

Mesmo que ainda nio se saiba qua.is das bactérias diazotréficas
fixam quantidades substanciais de N2 em associag¢io com as plantas no canipo, ha
provas claras de que quantidades economicamente importantes estio sendo
fixadas sob condigdes de campo, sem nenhuma incdculagio. Os dados mais confid-
veis sdo de experimentos usando o método de diluicdo isot6pica de ebalangos
do N total no sistema (19). DeterminagBes de N no solo e nas plantas, durante 17

. o )
N %umsow

N TOTAL ASSIMILADO, by W'’
H

TH K190  COMUM  DECUM HUMIDF  RADI-
BENS  GOLA  GANS
GOLONIAO BRAQUIARIA

Figura 1. Fixa¢do de N em variedades de capun-colomao e espécies de braquidria (7 e 20). N total
na planta proveniente do solo e do ar através da fixacio bioldgica de N, por bactérias natugalmente
existentes no solo. Valores médios dos meses janeiro a abril.
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e 24-anos de cultivo consecutivo de arroz irrigado nas Filipinas, mostraram que
103 e 79 kg N/ha.ano foram acrescentados pela fixagao blologlm em duas locali-
dades respectlvamente L.

- Resultados da avaliagdo da fixagdo de N3 pelo método de diluigdo
isot6pica com vdrias grammeas forrageiras no Brasil sdo resumidos na figura 1.

Os resultados mais promissores foram obtidos com cana-de-agdcar que, depen-
dendo da cultivar, pode obter até 60% de seu nitrogénio através da fixagdo
biolégica (17). Esses resultados mostram que, além de estudos das bactérias
fixadorasde Nz e domecanismo desua assoclagao com plantas, é muitoimportante
a selegdo e o melhoramento de gramineas, cereais e da cana-de-agficar, observan-

do-se a capacidade de sustentar a fixagio de mtrogémo, além das caracteristicas
agrondmicas.
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FIXAGCAO BIOLOGICA DE NITROG:E'NIO POR
MICRORGANISMOS ASSIMBIOTICOS

Alaides P. Ruschel) & Marisia C.F. Pontes®
BACTERIAS DE VIDA LIVRE

INTRODUCAO

Os microrganismos que fixam N2 assimhioticamente (de vida
livre) sdo de excepcional importéncia ecolégica, uma vez que se constituem nos
primeiros colonizadores das rochas e cinzas vulcAnicas, influenciando na intem-
perizacdo das rochas e na manutencio do nitrogénio do solo em ecossistemas

naturais.
MICRORGANISMOS ASSIMBI()TICOS FIXADORES DE N

Os microrganismos assimbiéticos {ixadores de N estdo distribui-
dos em duas grandes classes: quimiorganotréficos e fotolitotréficos (Quadro 1). O
principal representante dos anaerébios € o Clostridium, o primeiro microrganismo
fixador de N, descoberto no século passado (1883) por Winogradsky. Metaboliza
glicose a dcido butirico, COz e Hz, o que originou seu nome, C. butyricum. Os
Clostridia estdio presentes em solos com matéria orginica em decomposi¢do e no
rtmen de animais. Sob condigbes adversas formam endosporos. )

(D EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao (CNPAF), Caixa Postal 179, CEP 74000,

Goiania, GO.
® Departamento de Biclogia Vegetal - Universidade Federal de Vigosa. CEP 36570 Vigosa, MG.



182 ALAIDES P. RUSCHEL & MARISIA C. F.PONTES

Quadro 1. Microrganismos fixadores de N assimbidticos (género e exemplos de espécies), modificado de

" Postgate (47)
Microrganismos Género Espécies (exemplos)
Quimiorganotroficos
Estritamente anaerébios Clostridium - C. pasteurianum
Desulfovibrio D. vulgaris
Desulfotomaculum D. ruminis
Anaeréb. facultativos (quando Klebsiella K. oxydoca
em aerobiose ndo fixam N) -Bacillus B. polymyxa; 8. macerans;
] . B. azotofixans
Enterobacter Erwinia herbicola
Citrobacter C. freundii;
Escherichia E. intermedia
Propionibacterium P. shermanii
Microaerofilicos Xanthobacter X. flavum; X. autotroficum
Azospirillum A. brasilensis; A. amazonensis
A. lipoferum
Aguaspirillum A. peregrinum
" Azotobacter A. chroococcum
A. vinelandii
Azotococcus A. agilis
Azomonas A. macrocystogenes
Beijerinckia B. indica;"B. fluminensis
Derxia D. gummosa

Fototitotrdficos

Anaer6bios

Anaeréb. facultativo

Microaerofflicos

Aerdbios

Herbaspirillum
Acetobacter

Chromatium
Chlorobium
Ectothiospira

Rhodospirillum
Rhodopseudomonas
Plectonema
Lyngbia
Oscillatoria

Anabaena, Nostoc

H. seropedicae
A. diazotrophus

C. vinosum
C. limicola
E. shapovnikovii

R. rubrum
R. palustris

P. borvanum
L. aestuarii

Outros fixadores anaerdbios sio redutores de sulfato, Desulfovi-
brio e Desulfotomaculum, os quais tém pouca importincia ecolégica no solo, sendo
muito encontrados em ambientes marinhos.

As bactérias anaer6bias facultativas somente fixam Na quando
sob anaerobiose, embora se desenvolvam na presenga de oxigénio. Vivem na dgua,
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solo, e mesmo no rimen de animais. Os principais representantes deste tipo sio:
Klebsiella e Bacillus, este Gltimo caracterizado pela formag#io de endosporos.

o ; - Certas bactérias fotolitotréficas sfo anaerébias facultatlvas Ge-
ralmente habltam nascentes de dguas quentes sulfurosas ou dguas poluldas

-.As bacterlas aeroblas sio as mais comuns nos solos, sendo mais
conhemdas as da famf{lia Azotobacteriacea e que englobam Azotobacter, Azomonas,
Azotococcus, Beijerinckia. e Derxia (57), similares em ‘aparéncia’e.-fisiologia e
formam colonias gomosas e espalhadas em meio de cultura livre de nitrogénio.

R As microaerofilicas tornaram-se muito conhecidas através de pes-
qulsa feita no Brasil (13) e compreendem os géneros Azospirillum e Herbaspiril-—
{um, comuns na rizosfera e interior de rafzes de gramineas. Geralmente fixam
nitrogénio sob baixas tensdes de oxigénio (pO2=0,04%). Qutras microaerofilicas
utilizam energia de oxidagfo de fons de ferro e enxofre (Thiobacillus). :

Os microrganismos fototréficos sdo também autotréficos, utilizan-

-doenergia luminosa para fixar 0 CO2. Podem ser anaerdbios estritos (Chromatium
e Chlorobiumy), os quais utilizam enxofre elementar e tiossiulfatos, transforman-

do-os em sulfatos. Podem ser verdes, vermelhos, ou purpareos. Qutros anaerébios

facultativos, Rhodospirillum rubrum e Rodopseudomonas palustris njo liberam

oxigénio em seu processo fotossintético. Estas bactérias podem crescer heterotré-

ficamente e sob presenca de oxigénio no escuro, fixando N microaerofilicamente.

Ascaracteristicasde alguns microrganismos assimbiéticos fixado-
res de N encontrados no solo sdo apresentadas no quadro 2. Verifica-se que estes
microrganismos t&m metabolismo diferenciado, podendo-se concluir que quando
nio existem condicdes préprias para que um determinado microrganismo fixe
nitrogénio, outro poderd estar em franca atividade, havendo assim um suprimento
constante e moderado do elemento no ecossistema.

Quadro 2. Caracteristica em meio de cultura de alguns microrganismos fixadores de N encontrados no
solo

- Forma . Coloracio .
Género cdtula Esporos Mobilidade de Gram 0, ambiental Outros
Azotobacter Bastonetes Cistos +ou- - aerébio.  Cresce methor em meijo
simifares flagelo deficiente de N
a leveduras petritrtiquio
Bacillus Bastonetes + +ou- + anacrébio - Metabolismo fermentati-
ﬂ_agels_)_ facultativo vo. Geralmente proteo
peritr{quio Ittico -
Clostridium  Bastonetes + +flagelo + anaer6bio Metabolismo fermentati-
peritriquio vo. Muitas vezes proteo-
Itico
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NIVEL DE N2.FIXADO

Torna-se dificil conhecer-se a magnitude da fixaggo biolégica de
N, promovida pelos microrganismos assimbiéticos. Sob condigtes normais, a
fixacdo pelos citados microrganismos é muito restrita (47), pois os mesmos
requerem uma grande disponibilidade de material energstico. Jensen (27) sugere
que estimativas de 20 a 50 kg de N/ha sdo por demais elevadas, tendo em vista
que os teores de matéria orgénica nos solos néo sfio compativeis para suportar
este nivel de fixagdo. Niveis anuais estimados em 7 kg de N/ha foram observados
nos Estados Unidos, enquanto este valor decresce para 3 kg de N/ha em regides
semidridas. Azotobacter e Clostridium fixam cerca de 0,5 kg de N/ha.ano (65).

Condi¢bes para que a fixagdo de N2 se processe através dos
microrganismos assimbiéticos incluem: fonte de energia (substancias organicas
para os quimiorganotréficos), baixos niveis de N, nivel adequado de nutrientes,
PH em torno do neutro, e umidade adequada (40).

Os ganhos de N no solo através de fixadores assimbiéticos sio
pequenos devido aos seguintes fatores:

a) 0s microrganismos quimiorganotréficos necessitam de carboi-
dratos, sendo ineficientes em conversio, pois utilizam 1 g de carboidrato/1-10 mg
de N fixado; :

b) competem com outros microrganismos pela fonte de energia
disponfvel, a qual normalmente & escassa; .

" ¢)afixagfio de N 6 inibida em presenga de N mineral.

Diante do exposto, certas praticas poderiam facilitar a fixacso
biolégica de N, tais como, introdugio de restos de cultura, revolvimento do solo e
arejamento. '

Algumas evidéncias mostram que a fixagdo assimbiética pode
contribuir para o enriquecimento do N no solo, como: -

a) aprecidvel nimero de microrganismos fixadores presentes no

solo:
b) possibilidade de se desenvolverem culturas sucessivas, no mes-

mo solo, sem adigdes de adubos (ex.: arroz alagado);
c) aumento do N no sclo com o cultivo de gramineas;

d) excregdo de substancias orgdnicas pelas rafzes.

SITIOS DE FIXACAO

Em solo drenado

Torna-se dificil estabelecer quais seriam os sftios de fixagfio no
solo, tendo em vista que os substratos para ocrescimento de microrganismos estio
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presentes no solo sob diferentes formas, e os microrganismos séo estruturalmente
adaptados a uséd-los em muitas diferentes formas. Os microrganismos podem estar
rmando colénias ligadas ou nio a diferentes substratos no solo (25). Brown et
é,iifi‘(’l) demonstraram que Azofobacter pode caminhar na superficie da raiz mas
movimenta-se muito pouco através do solo. Geralmente considera-se que os
ﬁrimeiros colonizadores sdo as cianobactérias diazotréficas, as quais ndo somente
suprem o ambiente com matéria orginica, mas também produzem substéncias
metabélicas que podem solubilizar a rocha matriz (45, citado por 25).

Bactérias aerdbias sio encontradas facilinente no solo. Azotobac-
ter;de acordo com Brown et alii (7), varia de 20 - 8.000 células/g solo, podendo este
niimero ser 3 vezes maior na rizosfera. Estas bactérias sdo dependentes'de pH
préximo da neutralidade ou ligeiramente alcalino. Em solo de reagdo dcida
geralmente ¢ encontrada a Bejjerinckia.

Alexander e Wilson (3) calcularam que, em condiges de campo,
seriam necessdrios 500 kg de matéria orgénica para que Azotobacter (50.000
cél./dia) pudesse fixar 2-5 kg de N. Alexander (2), cita a necessidade de altas
populagdes de fixadores de N no solo (10 células/g solo) para que haja um acamulo

de 2 kg de N/ha ao ano. '

Em solos submersos

Em solos alagados, a camada superior mais aerada é local de
fixagfio ativa por bactérias aerébias mais que em camadas inferiores, ricas em
celulose (37). Os produtos de decomposigio de residuos de plantas podem ser
utilizados como fonte de energia pelos fixadores anaerdbios, das camadas inferio-
res do solo (48). O microrganismo responsével seria predominantemente o Clos-
tridium (49), porém outros também podem ser de importdncia (Desulfouvibrio,
Enterobacter, etc.). .

: Embora a fixagéio por outras bactérids assimbiéticas seja quase
sempre inferior 4 fixagfio promovida por cianobactérias, as primeiras ocupam uma
larga fragdo dos sitios alagados, e talvez a fixagio por estes microrganismos seja
significante (28,73).

Outro sistema que contribui sobremaneira em regiées alagadas e
a associagdo Azolla-Anabaena, onde a Andbaena (cianobactéria) pode fixar de
21-50 kg de N/ha mensalmente (55).

Evidéncias de acumulagdo de N em solos alagados, sob baixas
tensdes de oxigénio, podem néo ser devidas somente aos aumentos através de
fixacio biolégica, mas também As baixas perdas do elemento por lixiviagio e
desnitrificacdo (44).
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EFEITO DA PLANTA

Estimuloda rlzosfera de plantas n#o nodulantes sobre as bactérias
fixadoras assimbiéticas tem sido muito citado (12). -Associagdes foram descritas
paraPaspalum notatum-Azotobacter paspali (12), cana-de-agticar (56, 57) e forra-
geiras (10), sendo também demonstradas para arroz (50, 77). Em alguns casos
ocorrem associagbes mais estreitas entre planta e bactéria, que sdo tratadas no
capitulo 12,

O efeito da planta pode ser observado por diferencas entre popu-
lagoos destas bactérias na nzosfera e nas entrelinhas em cana—de-agﬁcar (1D e
arroz(4). . :

PESQUISAS FUTURAS

Deduz-se do exposto que 0s microrganismos asmmhlétlcos fixado-
res.de N ndo podem ser estudades separadamente, mas sim, como componentes
do sistema solo-planta. Apesar da sua contribuigio ser duvidosa sob o ponto de
vista agrondmico, seu papel no balanco de N do solo é de suma importancia nos
ecossistemas naturais, seja atuando na origem do solo, seja nas transformacgGes
dinAmicas ocorridas no solo normal.

'CIANOBACTERIAS
INTRODUQAO -

Cianobactérias, cianoficeas ou algas verde-azuladas si0 vocabulos
que distinguem um grupo de organismos até hoje muito discutido por boténicos,
que os colocam junto ao grupo das algase mais recentemente, por microbiologistas
que os incluem entre as bactérias. Para os botanicos, a presenga da clorofila e a
liberagso de O2 a partir do processo fotossintético sio aspectos que caracterizam
fisiologicaménte’ os fotoautotréticos aerbios e sdo argitmentos bastants fortes
para incluir as cianobactérias junto ao grupo das algas eucariéticas. No entanto,
para os microbiologistas, a.organiza¢do da estrutura celular baseada na micros-
copia eletrénica e as andlises bioqufmicas da composicio de parede celular e
estrutura dos ribossomos que revelam a natureza procaridtica de suas células,
justificam a incluséo deste grupo junto as bactérias (5, 62, 63). Na oitava edicdo
~ do Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, em.1974; eétd contida, pela
primeira vez a Diviséo Cianobactéria dentro do Reino Procariota. A utilizagio dos
termos’ algas .verde-azuladas ou. cianéfitas deve ser desencorajada. para ndo
perpetuar a falsa impresséo sobre a natureza biolégica das ciahobactérias (62).
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Aceitar ou nio uma posigio taxondmica depende do ponto de vista

;de cada estudioso, mas, o importante € o conhecimento cada vez mais profundo
“gobre este grupo de organismos. Hoje, as cianobactérias desempenham um papel

de destaque nos estudos relacionados com a fertilidade do solo, devido a sua
capacxdade de fixar nitrogénic atmosférico. Estudos sobre sua ultra-estrutura,

‘bioquimica e ecologia sdo extremamente importantes, pois conhecendo bem um

organismo pode-se manejd-16 com mais eficiéncia no ambiente e conseqhentemen—
te obtendo-se maior proveito de suas capacidades.

' ORGANIZAGAO CELULAR

Uma das mais notdveis caracteristicas das cianobactérias é a
bainha de mucilagem que envolve mais externamente a célula. E provavelmente
devido a essa camada que-as cianobactérias resistem aos pericdos de seca (31).
Ela também est4 relacionada ¢om os movimentos de deslizamentos que ocorrem
em alguns organismos deste grupo (14). Pode-se apresentar reduzida, espessa,
densa, diluida, lamelada e &s v8zes -colorida.. E um local onde se encontram
inseridos, com muita-frequéncia, dutros organismos, tais como bactérias, algas
verdes, diatomdceas; sendo este o maior motivo da dificuldade de se obter culturas

‘axénicas. Sob microscopia eletronica, a bainha se apresenta fibrilar (14, 23, 30,

31, 35, 68, 74). Sua constituicdo quimica ndo estd muito bem definida. Tem sido
confirmada a presenga de hemicelulose em Microcoleus vaginatus (16), dcidos
pécticos e mucopolissacarideos (36, 68) e carboidratos, representados pela glicose,
manose, galactose, xilose e fucose (15)..Segundo Tuffery (68), a composigdo do meio
de cultivo influencia na formagioda bainha, como também com a idade das células
o aspecto ﬁbroso da bainha é perdido.

A parede celular de manobactérlas é complexa, apresentando-se
multilamelada sob microscopia eletrénica (14, 30, 31).

A membrana plasmética ou plasmalema encontra-se situada mais
internamente e possui permeabilidade selétiva, responsdvel pelo controle osmé-
tico da célula. Em algumas cianobactérias, a plasmalema sofre invaginagoes
formando estruturas membranosas no citoplasma (mesossomos) onde ocorrem
processos metabélicos (1). A plasmalema de cianobactérias pode ser representada
por um mosaico de sitios funcionais, alguns envolvidos na sintese da parede
celular; outros na proliferagéo de tilacéides ou na respiragio; contudo a manuten-
¢do da integridade celular e a permeabilidade diferencial seriam realizadas por
toda a plasmalema (31). Segundo Wolk (75), pouco se sabe sobre as propriedades
da plasmalema de cianobactérias.

O sistema fotossintético das cianobactérias é lamelar, e cada
lamela é composta por duas membranas colapsadas lateralmente, onde estédo
localizados os pigmentos e enzimas relacionados com a fotossintese. Em algumas
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espécies, estes tilacéides se localizam périfericamente mas podem também se
distribuir em toda a célula (34). A transferéncia da energia luminosa parece
ocorrer na sequéncia: ficoeritrina - ficocianina -- aloficocianina- clorofila a (66).

O material nuclear das cianobactérias constitufdo do dcido deso-
xirribonucléico (DNA) pode ocorrer acumulado em uma tnica regido ou em
pequenos bastonetes. O dcido ribonucléico (RNA) est4 concentrado em particulas,
os ribossomos, os quais aparecem em maior nimero na periferia da célula (24).

Além dos tilacdides, o0 material nuclear e os ribossomos ainda se
encontram no protoplasma celular das cianobactérias; o vactiolo contém gés e
inclusdes citoplasmdticas tais como os granulos de poliglicosidios, cianoficina,
polifosfatos, entre outros.

ESTRUTURAS ESPECIAIS

Acinetos

Os acinetos sdo células formadas por modificagdes das células
vegetativas (Figura 1). A diferenciagdo do acineto ¢ iniciada pelo crescimento da
célula vegetativa acompanhada por deposigbes de camadas de carboidratos sobre
aparede celular pré-existente, tornando-se mais espessa. No interior da célula hd
acimulode grénulos de cianoficina (reserva protéica) epermanéncia dos tilacéides
{(31). No acineto maduro hd perda de ficocianina, a clorofila é substitufda pela
feofitina, o teor de beta-caroteno é diminuido e aumentado o de xantofilas. Devido
a essas modificacoes do contetdo de pigmentos, o acineto maduro adquire colora-
¢éo amarelada. Em culturas, o inicio da esporulagéio coincide com o término da
fase de crescimento exponencial (18). Fatores tais como, intensidade luminosa,
temperatura, densidade de cultura, deficiéncia de fésforo e nitrogénio sdo contro-
ladores da esporulagio (74).

A germinagéo do acineto inicia-se com a diminuigfio dos granulos
de cianoficina, a sintese de pigmentos, aparecimento de pequenos tilacdides
vesiculares e aumento de grénulos de poliglicosideos (31, 33). A divisdo celular

inicia-se normalmente quando o novo filamento ainda se encontra dentro dos -

envoltérios do acineto. Posteriormente h4d ruptura do envoltério, o que permite a
liberagdo do novo filamento (23, 74).

Devido &s modificacdes ocorridas na célula vegetativa para se
diferenciar em acineto, este se torna particularmente resitente as condigdes
adversas do meio, permanecendo vidvel por longos perfodos (23).

_Heterocist_os

O heterocisto tanmibém & formado a partir da diferenciagfio de uma
célula vegetativa (Figuras 1 e 2). Ocorre em cianobactérias pertencentes as

P
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Fi 1 lmdras ermum mmum'stmum A inicio da diferenciagio do acineto. B:acinetoem dife-
e Cy o d h: heterocisto; v: célula vegetativa; as flechas indicam a diferencia-

¢ioda  célula vegehtivz em acineto

: ilis; B2 i de Tolypo-
Fi; 2. A:filamento unisseriado de Anabaena varigbilis; B:filamento com rzl_mﬁcagﬁo falsa
8;::0: sp. a:acineto; h:heterocisto; flecha grossa: célula vegetativa diferenciando-se em acineto.
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famflias Nostocaceae, Rivulariaceae, Scytomataceae e Stigonemataceae. Q pri-
meiro sinal visfvel do inicio da diferenciagfio é o0 aumento do tamanho da célula.
vegetativa acompanhada da diminuigio e da mobilizagéio dos produtoes de reserva
(19). Lang e Fay (32) observeram a formagio de mais trés camadassobre a camada
LIV da parede celular j4 existente. A mais externa é denominada camada fibrosa,

de espessura irregular e composta de polfmeros de polissacarideos; a camada

homogénea é mediana e torna-se espessa préximo acs polos da célula, também
composta de polissacarfdecs; e 2 mais interna, é a camada laminada, composta de
quatro glicolipidios caracterfsticos dos heterocistos (32, 74). O heterocisto liga-se
a célula vizinha através de conexdes extremamente finas localizadas nas paredes
do poro, chamadas microplasmodesmos. Através destes microplasmodesmos hd
passagem de subst4ncias entre as células (32).

Durante a diferencia¢do do heterocisto, ocorre a reorganizagsio do
sistema de membranas que é acompanhada por profundas mudangas na compo-
si¢fo dos pigmentos. Hd menores teores de clorofila e carotendides, mas pouca ou
nenhuma ficocianina é encontrada (18, 32). Segundo Stanier e Cohen-Bazire (62),
nio h4 sfntese de ficobilinas no heterocisto. A auséncia da clorofila 670 e das
ficobilinas indicam a falta do fotossistema II no heterocisto (20). Desta maneira
h4 auséncia da via aciclica do processo fotossintético, contribuindo para prevalecer
baixos niveis de O2 no interior do heterocisto, fato este auxiliado pela alta taxa
respiratéria que ocorre nestas células (21). Portanto, o heterocisto tem um con-
junto de propriedades, ndo apresentadas pelas.células vegetativas, as quais
permitem manter a nitrogenase em forma ativa; ainda que o'meio externo e as
células vegetativas do préprio filamento possuam ou liberem Oz (62).

ORGANIZACAO DOS INDIVIDUOS

O organismo mais simples é o celular, ou seja, aquele no qual apés
a divisdo celular, ocorre a separagéo das células (por ex. Chroococcus). Alguns
géneros unicelulares possuem diferenciagio polar formando um tipo de apressério
através do qual se fixam no substrato (por ex. Chamaesiphon). Quando apés as
divisdes celulares ndo h4 separagio das células, formam-se as coldnias. Estas
terédo formas diferentes dependendo da regularidade ou néo dos planos de divisdo.
Quando ocorrem dois planos dedivisao celular regulares, h4 formagao de colénias
tabulares (por ex. Merismopaedia); trés planos de divisio celular regulares for-
mar-se-&0 coldnias clibicas (por ex. Eucapsis). A ocorréncia de planos irregulares,
ao acaso, leva a formagéo de coldnicas amorfas, globdides (por ex. Microcystis).

Nos organismos filamentosos o plano de divisdo é tinico e regular.
Neste caso, utiliza-se o térmo tricoma, para designar o conjunto de células
adjacentes e o termo filamento para o conjunto tricoma mais a bainha gelatinosa
(58). Além dos filamentos unisseriados, simples, néio ramificados, por ex. Anabae-
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na, Oscillatoria (Figura 2), pode-se observar organismos filamentosos ramifica-
dos. A ramificagio pode ser verdadeira, quando ocorre a mudanga do plano de
“divisso celular;/desta maneira, existird sempre uma célula basal da ramificagio
no filamento principal (por ex. Hapalosiphon), ou falsa, devido as divisdes celula-
resrépidas em determinado pontodofilamento provocandorompimento dabainha
-gelatinosa e posteriormente do préprio tricoma originando ramificagéio dupla (por
ex. Scytonema). Se, no entanto, uma célula parar de sofrer divisdes celulares por
se diferenciar em heterocistos ou por morte celular, a célula vegetativa adjacente
poderé continuar crescendo, rompendo a bainha gelatinosa e .formando uma
ramificagfio simples (por ex. Tolypothrix; Figura 2). Além dos organismos unisse-
riades, ainda existem agueles cujos talos sdo multisseriados (por ex. Stigonema).

. O crescimento de um filamento em cianobactérias geralmente
ocorre através da divisdo celular de qualquer célula do tricoma. Contudo, existe
um grupo de organismos cujo crescimento é limitado & célula apical, formando-se
uma célula basal, que somente sofre divisio uma (Gnica vez, originando um
filamento diferénciado nas duas extremidades (por ex. Rivularia).

FIXAGAO DE NITROGENIO
POR CIANOBACTERIAS DE VIDA LIVRE

. Devido & necessidade de aumentar a produgio agricola com custo
menor e evitar a degradacio de ecossistemas, a fixagio biolégica de nitrogénio
desempenha um papel importante na fertilidade do solo. As cianobactérias por
serem auto-suficientes em termos de obtencio de energia e de nitroggnio sdo
consideradas, atualmente, como um'excelente biofertilizante (54). Entre osdiazo-
tréficos de vida livre, estes organismos sdo, provavelmente, dos mais significativos
na contribuigdo de hitrogénio fixado nos ecossistemas naturais e agricolas (6, 72).
Segundo Lowendorf (36), a.quantidade de nitrogénio fixado por cianobactérias em
campos de afroz foi de 0,2 a 39 kg de N/ha cultura, enquanto que as bactérias do
solo e rizosfera situam-se entre 1,2 a 18,3 kg de N/ha.cultura. Em experimentos
em vasos, com inoculagdo de cianobactérias foi estimado, em termos de nitrogénio
fixado, a médiade 0,416yg No/h.cm?, ou equivalente a 0,05 g N/dia.m?, conside-
rando-se um fotoperiodo médio anual de 11 horas (46). Hé grandes divergéncias
entre os valores obtidos de nitrogénio fixade-em trabalhos realizades no campo e
em casa de vegetagio. Fundamentando-se em vérias publicagdes sobre o assunto,
Roger. e Kulasooriya (52) listaram valores que diversificavam de alguns poucos
quilos a 80 kg de N/ha cultura. Nos ecossistemas, além da.contribuigio emtermos.
de nitro fixado; as cianobactéiss sinda tém um papel ecolégico de destague
como colonizadoras primérias:

‘a) proporcionando condigées para o estabelecimento de outros
organismos da flora e da fauna; ’
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b) colaboram na acumulagio de hiimus;

1 ¢) previnem a eroséo, auxiliando na agreéagéo das particulas do
solo; ' o -
: d) ajudam a manter a umidade do solo (23, 26, 38, 64).

A Um dos, primeiros trabalhos demonstrando a i i
cla_m(_)bactérias na fixag4o de nitrogénio em campos de arroz r::l?l:ctlai: céau(lina:
publicacfio de.De (9). A prética de inoculagdo de cianobactérias de vida livre no
solo encontra-se ainda em fase experimental de aplicacio em grande escala (71)
S.,egu_nd_o Roger e Kulasooriya (52) e Roger e Reynaud (53), a ' inocula¢do di;
cianobactérias no solo pode interferir no tamanho eno contetido de nitrogénio das
p_lantz_lg, no nimerodos perfilhos e paniculase na quantidadede gréos produzidos
vl_’onte's(llﬁv)‘ demoristrou, em casa de vegetagcio, que em cultura de arroz inundado -
?m'vgsos, cujo solo recebéu adubagsio basica sem nitrogénio combinado e eon;
inoculagao de cianobactérias isoladas do solo (Anabaena variabilis, Nostoe mus-
corum, N verrucosum e Cylindrospermum minﬁtissimuni), as plantas tiveram
produgio de biomassa e grios equivalentes aquelas que receberam 50 mgde N/kg
de solo g0 tratamento proporcionou uma produgio de grios 63% superior aquela
:b;euz‘arc(l)a;;.o tratamen:to controle, sem adlgio de nltmgénio combinado (Figura 3

Figura 3. Resultado da inoculagio de cisnobactécias (CIA) sobre o desenvolvimento das plantas de arroz
- “em comparagio com gs oufros tratamentos efetuzdos, NO, N50, N100, N150 e N250 (sem nitrogé-

nio;com 50, 100, 150 ¢ 250 ppm de nitrogénio respectivamente).
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Quadro 3. Valores médios de peso dos grios de arroz com
casca, das plantas crescidas em solo com diferentes niveis
de nitrogénio combinado, ap6s 140 dias do plantio

Naplicado . Matéria Seca
Ppm(l) g

0 7,6a(®)
50 11,3b
100 17,5¢
150 22,74
250 . 23,54
Cianobactéria 1250

(:) Doses de nitrogénio, em ppm.

() A5 letras iguais apds cada valor médio de matéria seca de
grios, indicam diferencas nio significativas entre as médias
(95% de confianga).

Mesmo sendo consideradas entre os organismos mais auto-sufi-
cientes da natureza, as cianobactérias muitas vezes néo se desenvolvem bem
quando utilizadas como biofertilizantes. Fatores bi6ticos, tais como, predagéo por
larvas de inseto e zoopldncton e fatores abiéticos, tais como temperatura, pH do
solo, disponibilidade de nutrientes, podem limitar o crescimento e o estabeleci-
mento de cianobactérias no solo.

A fixagdo de nitrogénio em cianobactérias, semelhante ao que
acorre com os outros diazotréficos, é inibida pela presenga de O2 (42). E fato bem
conhecido a alta sensibilidade da nitrogenase ao Oz (8, 17, 76). Entre as cianobac-
térias, a separagao espacial e temporal dos processo de fixagdo de nitrogénio e
fotossintese, sdo mecanismos protetores da nitrogenase contra o O2. A separagéo
espacial ficou demonstrada a partir dos trabalhos de Fay et alii (20), Stewart et
alii (67) e Van Gorkon (69) onde evidenciaram que o sitio de fixagio de N3 é o
heterocisto. Contudo, a sintese da nitrogenase n4o é restrita a essas células, uma
vez que em condigoes de anaerobiose, as células vegetativas de cianobactérias
heterocistadasséio induzidas a sintetiza-la (61). A separagéo temporal foi demons-
trada por Mitsui et alii (39) em Synechococcus sp. (unicelular, colonial), cujas
células realizavam a fotossintese em presenca de luz, e no escuro, fixavam o
nitrogénio. Stal e Krumbein (59, 60, 61) também demonstraram tal separagdo em
Oscillatoria sp., associada a um mecanismo-de ativacio e desativagiio da nitrogenase.

Outro fator que pode levar a inibigo da fixagéo de nitrogénio por
cianobactérias, é a presenga de nitrogénio combinado no solo (22, 29, 41, 43, 46,
70). Em experimentos realizados em vasos cujo solo foi inoculado com cianobacté-
rias, demonstrou-se que 76% da atividade da nitrogenase foi inibida por cloreto
de amdnio na concentragfio de 50 mg de N/kg de solo (46). A mesma autora
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evidenciou que Anabaena variabilis, Nostoc muscorum, N. verrucosum e Cylin-
drospermum minutissimiim, isoladas do solo e‘cultivadas em meio de cultura
- 3

foram inibidas quanto a fixagdo de Ng quando se adicionou 50, 100
i a _ ( A 150 € 250 ppm
de N, ap6s quatro horas do inicio do experimento. Simultan o 8 inibioa .
| { . Si; eal a
Processo, foi observada-a auséncia de ¢ ' ciston aibigdo do
bactérias (Figuras 4 e 5).

2 de diferenciagdio de heterocistos nessas ciano-

Figura 4. Anabaena variabilis - 34h-em incubagio em meic BG.11 isénto de nit;
¢ com 250 ppmr de nitrogénio sab a forma de cloteto de aménio (N250).
quantidade de heﬁer_o_cistos presentes nos dois tratamentos.

ogénio combinado (NO)
Observe a diferenca da
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Figuta 5. A: atividade danifrogenase (n:moles.CoHa/lig) ¢ B: freqiiéncia de heterocistos (%) em Anaba.

eng.varighilis dumnte o perfodo de 24 horas dé medida, em cresciménto ém meio de cultuca com &
A (o ke Nt com di-

férentes concentragGés de nitrogénio. NO sem nitrogénio; N50, N100, N150 e N250 comi 50, 100

150.¢ 250ppm N. . T
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CONCLUSAO

_ 0 efeito benéfico da incorporagfio de cianobactérias no solo parece
ser_verdadeiro, tendo-se em vista os inGimeros trabathos realizados na India,
Tailandia , Japdo, Filipinas, etc. Contudo pouco se sabe a respeito da ecologia
desses microrganismos, e conseqiientemente, pode-se obter resultados negativos
f ao se adicionar o in6culo no solo. No Brasil, pouco ou nada se conhece schre as
: cianobactérias do solo. H4 necessidade de se fazer um levantamento das espécies
presentes, determinar suas potencialidades em termos de fixagdo de nitrogénio,
determinar os fatores limitantes do seu crescimento, estabelecimento fixagio de
nitrogéitio, avaliar sua influéncia sobre as propriedades do solo e estimar sua
contribuigfio em termos de nitrogénio disponivel para plantas cultivadas.
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Ascianobactérias apresentam grande versatilidade em se associa-
rem com os mais diversos tipos de outros seres vivos, formando simbioses com
protistas, vegetais inferiores e superiores. Essas associacdes simbiéticas sio
estabelecidas somente com as cianobactérias heterocistadas, as quais, na simbio-
se, apresentam maior nimero de heterocistos e consequentemente, maior ativi-
dade de fixacio de nitrogénio que quando em vida livre. Em todas as associagbes,
a endéfita invade estruturas j4 existentes, podendo algumas vezes provocar
modificagbes, sem, entretanto, induzir a formagéo de estruturas especiais (2, 6, 30).

ASSOCIACOES DE CIANOBACTERIAS E FUNGOS
(LIQUENS)

Os liquens, associagies de fungos e algas, tém import4ncia ecol6-
gica, pois sdo habitantes pioneiros de regides indspitas da terra, como tundra
drtica e desertos, podendo ser importantes também em algumas florestas (36). Os
fungos, geralmente um ascomiceto, podem formar associagbes simbi6ticas-com
uma alga verde ou uma cianobactéria, ou ambos os organismos ao mesmo tempo
(associagao tripartida), sendo que as associagbes com cianobactérias representam

M Centro de Energia Nuclear na Agricultura CENA/USP, Caixa Postal 96, CEP 13400 Piracicaba, SP.
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somente cerca de 8% dos géneros (14,20). Embora a cianobactéria Nostoc seja a
mais comum nesse tipo de simbiose, também existem, na natureza, associagbes
com outtos géneros (Quadro 1).

Quadro 1. Associages simbidticas entre cianobactérias e vegetais e fungos (30)
Vegetais Género de Locslizagio . Quantidade
/fnf'“/ cianobactérias = . - [ -9 . de N fixado
EE S kg/ha.ano
Fungos Nostoc talo (intercelular) 110
Calothrix .
Scytonema
S'tigonema
Dichothrix o o
Briéfitas Nostoc " talo (intercelular) 110
Blasia
Anthoceros
Cavicularia
Shagnum
Ptesid6fitas Anabaena . cavidade das folhas (intercelular) 10-100
" Azolla . C e '
Gimnospermas Nostoc . - nédulos nas rafzes (inter € intracelular) 20
Cycas ’ ’
Macrozamia
: Cératozomia ) .
Angiospermas Nostoc - ‘glindulas axflares (intracelilar) " 10470

" Guniera

Os liquens apresentam -dois ‘tipos de organizagfio interna. No
primeiro tipo, a cianobactéria est4 casualmente distribufda no interior do talo,
enquanto que, no segundo, existem regides distintas onde ela se desenvolve.
Quando, entretanto, os liguens séo tripartidos os dois simbiontes estfic sempre
separados, sendo cada um deles encontrado em zonas ou tamadas distintas, ou
em estruturas especiais chamadas cefalédia, existentes na parte externa do talo
(Peltigera aphthosa, Stereocaulon paschale e Placopsis gelida) ou dentro dele
(Lobaria pulmonaria) (Figura 1). - : Lo -

Apesar de sua baixa taxa de fixagfo de nitrogénio (Quadro 1), tém
importancia na colonizagio primédria das rochas. .
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1op

Figura 1. Estrutura de alguns liquens. A) a cianobatérica estd distribuida casualmente no interior do
talo (Collema sp x 950); B) a cianobactéria estd localizada em regido dist‘inh (Peltlgfm honfontalz_s
X 600); C) Cefalédia x 50. c: cianobactérias, ¢, : cortex, h: hifas, m: lagem. Reimp > da fi-
gum 4.1, Millbank (20) com permissio de John Wiley 8 Sons, Inc.” - i i
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ASSOCIAGOES DE CIANOBACTERIAS
E PLANTAS VERDES

BRIOFITAS

- ... Nocaso das briéfitas, alguma‘sv
sentarem simbiose coin Uma cianobactéria do
sio pequenas e confiriadas a dreas Gmid
cheias de mucilagem existentes na superfi
ocorre uma alteragdo morfolégica denomii

hepdticas sdo conhecidas por apre-
nero-Nostoc (8). Essas hepiticas
bactéria coloniza cavidades
rior do talo'do gametéfito, onde
la.(Figura 2), (12,20,29).

Figura 2: Diagrama de Anthoceros punctatus most
zagdo da cianobactéria x 10 (Sp t, 36)

e gametdfito e a locali-

‘ . A colénia de Nostoc, uma vez, instzlada ha. papil funcs
metabélica de fixar N2, dependendo complétm‘h’éﬁté‘?&g hg:géda,eixt':n;):r:l :ﬁ:(s)
necessidades de carbono e energia. As células do hospedeiro libéram carbono
fixado, provavelmente como sacarose, o qual é translocado para a cianobactéria
Em troca, a Nostoc excreta grande quantidade de nitrogénio na forma de amOnia:

(98%), o qual & assimilado pelo gametdsfito e translocad
presente (37,38). © para 9 sspordfito quando

: Alguns musgos também s86 capazes de se associarem as ci '
térias, e o potencial de fixagso de nitrogénio atmosférico desses, jﬁrité.ﬁaeiit:mm
algumas hepdticas, tem sido determinado em florestas tropicais Gimidas (Quadro 1).
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PTERIDOFITAS

Azolla, uma pequena planta aquética, é o Gnico género da ordem
das pteridéfitas conhecido por apresentar uma associagio simbiética com uma
cianobactéria. Esse género é comumente encontrado em dguas paradas, ou com
pouca correnteza, que formam bragos de rios e lagos, ou em 4reas de cultivo de
arroz inundado, das regides tropicais e temperadas. Existem sete espécies de
Azolla, as quais sio divididas em dois subgéneros de acordo com a morfologia do
érgdo sexual. No subgénero Euazolla, estéo incluidas as espécies: caroliniana,
filiculoides, mexicana, microphylla e rubra, enquanto que no Rhizosperma inclui-
se a nilotica e a pinnata (variedade imbricata e pinnata) (19). No Brasil, foram
encontradas até o momento trés espécies de Azolla distribuidas em diversos
estados. A. caroliniana foi encontrada na Amazénia, Pard, Bahia, Espirito Santo,
Santa Catarina.e Rio Grande do'Sul; A. filiculoides, no Parand, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul; e A. microphylla na Bahia e Parand (13).

.Todas as espécies, normalimente, contém a cianobactéria chamada
Anabaena azollae, como simbionte em cavidades especializadas da folha (Figura
3) (22,27). A cianobactéria pode fornecer todo o nitrogénio requerido pela associa-
cdoatravés da fixacioatmosférica de N2 e todas as espécies sio capazes de crescer
na auséncia de.nitrogénio, bem como usar N-combinado quando disponivel
(4,24,25). ; ToTT e

Importancia da Azolla em sistemas agricolas

Essa associagdo vem sendo empregada hd muitos anos no Vietham
e China, como adubo verde em plantagdes de arroz inundado (18,19,22,26,41) e.
tafmbém na fndia (16, 33, 34). Na maioria dos pafses que cultivam arroz inundado,
o nitrogénio é, com frequéncia, o nutriente limitante da produtividade, especial-
mente apés o lancamento dos novos cultivares altamente produtivos. O uso de
Azolla como fonte alternativa ou suplementar de nitrogénio para o arroz tem
recebido interesse considerdvel.

O nitrogénio fixado pela Azolla torna-se disponivel para o arroz
através da liberagio desse nutriente, durante o processo de decomposicédo da
planta, o queocorre apds a sua incorporagéo no solo. Entretanto, cultivo simulta-
neo da Azolla com o arroz também pode favorecer a cultura, embora a quantidade
de nitrogénio disponivel seja menor. A combinagéo desses dois sistemas também
pode ser empregado, quando conveniente. O valor da Azolla como adubo verde é
primariamente dependente da quantidade de nitrogénio produzido (Quadro 1). A
Azolla apresenta relagdo C/N baixa, o que torna sua decomposi¢do mais rdpida,
podendo liberar 62-75% do seu nitrogénio, em seis semanas, na forma de amdnia
(43). Sob condigdes favordveis, a Azolla tem potencial para suplementar todo o
nitrogénio requerido para uma alta produtividade de arroz (23, 28, 40).
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Figura 3. Corte transversal do 16bulo dorsal

da folha de Azolla. A) fi .
transferéncia; C) poro (Millbank. 30, a de Azolla. A) filamentos de Arabaena; B) pelo de

) Aumentos na produggo de grios do arroz de cerca de 10% até mais
de 100% j4 foram obtidos, quando a Azolla foi usada como adubo nitrogenado.
Alguns resultados obtidos sao apresentados no quadro 2, .

o Apesar do alto potencial, o uso de Azolla como adubo verde apre-
senta 1.1m1ta<;6es relacionadas com o manejo. Além da necessidade de mdio-de-obra
Intensiva, o crescimento e o teor de nitrogénio da Azolla sdo influenciados pelos
fatores ambientes, incluindo aggo dos ventos e oscilagbes na superficie d’dgua (4)
0 fésfox:o € frequentemente limitante para o seu crescimento no campo, sendo que.
nasregides tropicais, as altas temperaturas podem ser prejudiciais (44). Por outrt;
lado; a Azolla estd sujeita ao ataque de vdrias pragas (17,19) e é senisivel a a]gun‘é
herbicidas usados na cultura do arroz (35). :
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uadro 2. Aumentos na producio de grios de arroz inindado obtidos com o uso de Azollz - -

Aumentos na

S Sistema de aplicagio. - Referéncias
produgio )
%
6 Simultidneo com o arroz Singh (33)
25 Simultineo com o arroz ‘Rains & Talley (28)
1542 Simultineo com o arroz Fiore & Gutbrod (13)
938 7" Incorporada ao solo L Singh 33)
112 .. . Incorporada ao solo 1_' Taue}; etal. (40
9.57 ' Incorporada ao solo ~ Singh (34.)
3545 _ Incerporada ao sole ' Watanabe et al. (44) B
38-58 Incorporada ao solo Partohardjono et al. (23)
2226 Incorporada 2o solo Fiore & Gutbrod (13)
26 Incorporada ao solo Kannaiyan (16)
216 Incorporada t cultivo simultineo Talley et al. (40)
3755 Incorporads + cultivo simultineo .. Fiore &Gutbrod (13)

Outros usos

Além do uso como adubo verde, a Azolla pade ser empregada para
controle da populagdo de ervas daninhas, com efeito benéfico, devido a competigdo
da Azolla com essas plantas (21) e também como alimento para porcos, patos e
peixes (9). o :

GIMNOSPERMAS

No caso das gimnospermas, a familia de plantas Cycadaceae estd
distribuida no hemisfério sul, fazendo parte da flora da Africa do Sul, América do
Sul e Austrilia (36). Essa familia apresentaraizes laterais modificadas chamadas
rafzes coraldides. Essas raizes sio ageotrdpicas, pois ramificam-se dicotomica-
mente na superficie ou muito perto dela e formam estruturas semelhantes a
nédulos, as quais sao infectadas por cianobactérias (Figura 4) (10, 11). Embora a
formacao das raizes coraléides seja independente da presenca da cianobactéria,
somente aquelas as quais sdo infectadas por ela persistem (1,15).

As cianobactérias que comumente infectam as cicas sdo principal-
mente do género Nostoc (39). A quantidade de nitrogénio fixado pelas cicas, bem
como a capacidade dos nédulos para fixar N2 de alguns géneros de cicas, tém sido
demonstradas por virios autores (Quadros 1 e 3). As plantas fixam cerca de 3
vezes mais N9 na presenga de luz que no escuro, e o N fixado é distribuido em
toda a parte da planta, indicando uma transferéncia do N fixado (5).
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Quadro 3. Determinagio da fixagdo bioldgica de N na associagdo entre cianobactérias e cicas

Género Técnicas usadas - Referéncia
Bowenia meio livre de N Bowyer & Skerman (7)
Ceratozamia 15N, Bond (6)
C,Ycas 15N, _ Watanabe & Kiyohara (42)
Dioon . ARA() Becking (2)
Encephalartos 15 N, Bond (6)
Macrozamia 15N, _ Bergersen et al. (5)
Stangeria meio livre de N Dovin (11)
Zamia meio livre de N Chaudhuri & Akhtar (10)

M) ARA: atividade da nitrogenase determinada pelo método da redugio do acetileno .

Corte:
longitudinal.
Caifa
Corte Meristerna

transversal - api
Cilindro. pical

centrat , ’

. Cortex

primdrio

Célula
Covidade comp Protoderma
o simbionte

Cértex secunddrio

Lenticelo

Flg;l; 4. Diagrama ilustrando a estrutura das raizes coraldides e a localizacdo da cianobactéria (Sprent,

1

ANGIOSPERMAS

o Gunnera, um membro da familia Haloragaceae, estd largamente
distribuida no hemisfériosul (32). As espéciesdesse génerode planta desenvolvem
uma associagio simbiftica com uma cianobactéria do género Nostoc, a qual
infecta glandulas localizadas nos caules perto da base do peciolo (Figura 5), sendo
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phyllz mostrando a posigio das gh;‘ndl-lhs que contém Nostoc

Figura 5. Parte de caule de G
(Becking, 3). '

que filamentos de Nostoc desenvolvem-se na mucilagem produzida por essas
glandulas (3). A frequéncia de heterocistos da cianobactéria na simbiose é maior
(18-81%) que em vida livre (4,2-7,1%) (31) e 0 seu potencial de fixagfio de nitrogénio
est4 apresentado no quadro 1. , :
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FIXACAO DO N2 EM LEGUMINOSAS
CULTIVADAS EM SOLOS DE CERRADOS

: v $)
JR.R. Peres®, AR. Suhet® & M.AT. Vargas®

" INTRODUGAO

Pelas suas caracteristicas de localizagéio geogréfica, clima e exten-
o, cerca de 112 milhdes de hectares de terras ardveis e potencialmente aptas
pa'ar,a qualqﬁer cultivo, os cerrados apresentam-se como uma fla§_dwmgtlvas com -
maior potencial para expansdo da fronteira agricola brasileira. Entretanto, o
aproveitamento racional e pleno dos seus recursos depende da solugfio de alguns
fatores limitantes as culturas. - ) .
i jdo desta-

Dentre os problemas relaclon.ados com solo, tem merec
que a baixa atividade biol6gica, devido, prinmpalment.e, as condlgﬁgs advers.as de
acidez e baixa fertilidade. Visando a aumentara contribuigfio dos microrganismos
para as culturas introduzidas nos cerrados, estdo sendo desex.lvolvxdas e a.ada.pta-
das tecnologias capazes de aumentar a eficiéncia do uso de msumos,-pnncnpal-
mente através da fixagho biolégica de nitrogénio. .

ESTUDO DE CASO
SOJA

i ja n rrados tornou-se vidvel
Aexpansﬁodaculwtadasojanosce \ vi
principalmente devido aos resultados de trabalhos de pesquisa, que permitiram

() EMBRAPA/CPAC, Caixa Postal 08223, CEP 73301, Planaltina (DF).
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agedugdo de seu custo de produgfo através da substituigéio da adubagfio nitroge-
: .dg ggla inoculagdo com rizébios. A variedade IAC-2, utilizada nos solos de
pm_;ijiemo cultivo nfio nodulava com as estirpes de B. japonicum existentes nos
1nocula:ntos comerciais & época da introdugfio da soja nos cerrados. Foi entéo
conduzida uma série de trabalhos para detectar as causas dessa baixa nodulagéo
bem como, para encontrar meios de melhorar o nivel de fixagdo do nitrogénio (1’
2, 3, t.l, 7, 8, 9, 10, 12). Em um trabalho conjunto de diversas instituigdes de’
pesquisa, foi identificada a alta especifidade hospedeira da variedade IAC-2, sendo
reoome.nc!adas as estirpes SEMIA 5019 e SEMIA 687 para uso em inocu’la.nt%
comerciais, pois éram ds Gnicas dapazes de 'se associarem efi¢iénteinente com
aquela varjedade. As variedades de soja atualmente recomendadas para & regido
qe cex:rados ndo possuem especifidade hospedeira éin relacdo és"cstiij)-e's de B.
Japonicum e apresentam boa nodulagio em solos de primeiro cultivo, mesmo com
estirpes sensiveis a antibiéticos como a SEMIA 586 e SEMIA 566.

) **:0s trabalhos de pesquisa tiveram continuidade com o isolamento
e sgle@o de.estlrpes a partir de populagdes estabelecidas em solos sob cultivo de
soja. P_a.ra a identificacdodos nédulos contendo estirpes mais eficientes, utilizou-se
a técnica de cromatografia gasosa de nddulos individuais, desenvolvida por Peres
et al. (4). Duas estirpes capazes‘de promover rendimentos de gréos de até 20%
acima dos obtidos com as estirpes comerciais encontram-se em fase de teste para
recomendacfio para usp pelas indastrias de indculantes. © - -

=0 T Além da selegfo de estirpss, foram desenvalvidas tecnologias com
o pb._]_ta;t.lvo de superar os obst4cilos a uma nodulagdo adequada da soja (5, 6, 11).

FEIJAO
R Embora o feijoeiro s'eja-ur'na-‘leguminosai capaé de associar-se
simbioticamente .com estirpes. de Rhizobium, é prética comum a aplicagfio de

nitrogénio mineral para essa cultura, o que acarreta um aumento significativo no
seu custo de produgéo. Virias tém sido as limitagdes para se substituir a adubagdo

nitrogenada pela fixagfo do N2. O principal problema tém sido a alta populagéo -

de estirpes nativas competitivas e de baixa eficiéncia em fixar N2, as quais
;laigcultam o estabelecimento de estirpes mais eficientes introduzidas pela inocu-
0. o e

Através da selegiio de estirpes eficientes e competitivas, foi obtida
a estirpe CPAC-V23 adaptada aos cerrados, que foi capaz de por trés anos
consecutivos, promover significatives aumentos de nodulagfo e pequenas eleva-
¢bes derendimento de grios (em torno de 100 kg de graos/ha) em 5dos 6 cultivares
estudados. Essa pequena elevagéo foi atribuida & senescéncia precoce dos iédulos,
que fez com gue a fixagdo do N2 se processasse apenas até a floragdo (Figura 1),
decaindo acentuadamente apds esse periodo. - :
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Figura 1. Fixaéio de N, em diferentes estidios de desenvolvimento do feijio, cv. CNPAF-178, medida
pela atividade de-reducio do acetileno (ARA).

‘Resultados preliminares indicam que uma das causas de senes-
céncia precoce dos nédulos do feijoeiro é a alta sensibilidade da planta ao estresse
hidrico, com reflexo na nodulagde, uma vez que em areas irrigadas (solo Gley
Pouco Hamico de védrzea), a inoculagdo do feijoeiro com estirpes selecionadas
induziu a produtividades iguais ou superiores ao tratamento com 100 kg N/ha
(Quadro 1). Mesmo as estirpes menos eficientes promoveram uma elevagdo no
rendimenito de grios, uma vez que, nessas dreas, é muito baixa a populagdo nativa
de rizébio.

ERVILHA

: . A inexisténcia de estirpes nativas de ervilha nos solos de vérzea,
onde a possibilidade de manejo de dgua, aliado ao da fertilidade do solo, favorecem
altas produgdes dessa leguminosa, exigiu um trabalho de selegdio de estirpes de
Rhizobium leguminosarum para tais condigbes.

Foram selecionadas as estirpes CPAC EV6 e SEMIA-3007 que
podem promover produgdes de até 3500 ke/ha de ervilha, superiores as obtidas
com a aplicaggio de fertilizantes nitrogenados até a dose de 160 kg N/ha. Apesar
de o solo possuir uma capacidade relativamente elevada de suprir N, a inoculagéo
promoveu um aumento de mais de 900 kg em relagio & testemunha (Quadro 2).
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Esses dados demonstram o grande potencial da inoculagfio da ervilha em solos de

vérzea, onde a possibilidade de suplementacio hidrica f;
fixagdo de Na. cal avorece um alto nfve] de

Quadro 1. Resposta do feijoeiro (C-178) 3 inoculacio cam diferentes esti - i
S pes de R. legum i
Dhaseoli em um gley pouco hiimico de virzea des:emdo ° . m biovar
Tratam " Pesoseco de s
ratamento nédulos ) : Gfaos
mg " kgiha
Testemunha T ou T 7500
100kg N/ha . LScd C L 1991abe
CPAC V23 95cd - ST 1414cd
cos . . . 65,0ab 1683bed
CNPAF 150 7. 30,0bed- " -1689bed
SEMIA 484 : 240d 1239de
1899 SC . 51 5abe 2056ab
1640 SS _ 25,2bed 1727bcd
1020 50,9abc . 2354a
1166 60,9ab i " 1702bcd
1135 100,2a 2526a
1024 70,6ab 1257de
cv% T 6, 1 ’ 12,6

Os mimems seguidos da mesma letra ndo diferem estatistlcamente entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Quadro 2. Nitrogénio e producdo de grios da ervilha (Caprice) em resposta a aphcacao deN mmenl ed

mocu:lagmo com diferentes estirpes de Rhizobium Iegummosamm naum solo gley pouco himico 'de
Cerrado

Grilos
Tratamento I’gmde X
nodulos N total Produgio
mg kg/ha
Testemunha - L0 L 63d 25584
40kgN/ha -~ . . le . 9% - 2869bcd
80kg N/ha - _ 0 9le © 2746
120kg N/ha o 0. 85c - -2554d
160kg N/ha oc 100bc © 2705d
CPAC EV6 . 326 - - 119ab 3301abe
SEMIA 374 A TR 90c . 2869bcd
. SEMIA 3007 : 672 L 131a 7 L 339sm
. Mistura das estitpes . 3% T 133 35072

Os nimeros seguidos pela mesma letra nio difercm entre si pelo teste de Dunrzn a 5%
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LEGUMINOSAS FORRAGEIRAS

Nos cerrados, tanto em éreas wrgens como em cultlvadas, obser-
wva-se frequentemente a ocorréncia natural de nédulos em plantas de vérias
éspécies de leguminosas forrageiras (13). A maior parte das leguminosas forragei-
ras n3o apresenta especificidade hospedeira em relagio A estirpe de Bradyrhizo-
bium. Essas leguminosas, incluindo espécies do género Galactia, Calopogonium,

Dolickos, Vigna, Zornia, Pueraria, Neotononia, Macroptilium e outras, sio passf-
~veis-de inotulagfio cruzada, ou seja, nodulam efetivamente com estirpes de
Bradyrhizobium que se associam com outras espécies. Portanto, é pouco provével
asua resposta & inoculagdo em solos de cerrados. .

o A falta de resposta de Stylosanthes A inoculagfio, apesar das
mformagm da literatura sobre a especificidade hospedeira de alguns dos seus
ecotipos, pode ser atribufda & ocorréncia de estirpes de Bradyrhizobium sp.
eficientes, nativas nos solos de cerrado. Ndo houve resposta & adubagsio com 75
kg de'N/ha, aparentemente demonstrando que, dentro do nfvel de fertilizagdo
utilizado, a simbiose com as estirpes nativas foi capaz de suprir todas asnecessi-
dadw das plantas em mtrogémo (13). :

© " Alguns ecttipos de Stylosanthes capttata esS. macrocephala s6
nodulavam bem apés a redugiio do N mineral do solo, através da adicéo de palha
de arroz. A leucena, entretanto, apresenta alta ospeclﬁcldade hospedeu'a ébene-
ficia-se de inoculagfio com estirpes selecionadas. : _
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FATORES LIMITANTES A FIXACAO
BIOLOGICA DE NITROGENIO

Avilio A. Franco'l & Maria Cristina P. Neves?

'INTRODUCAO

O processo de fixagfio biolégica de nitrogénio estd sujeito a uma
série de estresses, cada um potencialmente limitante, os quais determinam o
sucesso das espécies e de suas associagdes com organismos superiores em cada
ambiente.

A eficiéncia dos microrganismos diazotréficos em fixar nitrogénio
depende, entretanto, tanto de fatores genéticos do microrganismo e do macrossim-
bionte, como da interacio destes com os fatores ambientais.

' Na simbiose das leguminosas com o riz6bio, o nédulo representa
um abrigo para a bactéria. Porém, ao se tornar parte do sistema simbiético, o
riz6bio passa a ser afetado por qualquer fator que diminua o vigor da planta, como
deficiéncias nutricionais, condigdes ambientes sub-6timas, etc. -

LIMITACOES DE N ATUREZA FISIOLOGICA
Para fixar nitrogénio, os microrganismos necessitam de redutores

e de energia, assim como de mecanismos eficientes para a assimilagio da amdnia
produzida. '

() EMBRAPA/CNPBS, Km 47 da antiga rodovia Rio-Sdo Paulo, CEP 23851, Seropédica, Rd.
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As diversas espécies de microrganismos diazotroéficos desenvolve-
ram estratégias distintas para a obtengdo de compostos ricos em energia. Micror-
ganismos diazotroficos autotréficos produzem seus carboidratos a partir dos
processos foto ou quimiossintéticos. Jd os quimiorganotréficos desenvolveram
diferentes estratégias para obter a energia necessdria ao processo de fixaggo.
Alguns dependem de compostos de carbono da matéria orginica presente no solo
(diazotréficos de vida livre), ou vivem na rizosfera, utilizando compostos orgénicos
exsudados pelas rafzes ou em associagdes fntimas com plantas ou animais dos
quais recebem os compostos de carbono (Quadro 1).

Exceto para os microrganismos fotolitotréficos, as demais bacté-
rias diazotréficas de vida livre necessitam da energia obtida das ligages carboni-
cas de compostos orgénicos altamente energéticos. Por isso, para manter altas
populagies destes microrganismos no solo, é necessério adicionar-se material com
alta relagdo C/N. Nestas condigbes, taxas de fixagdo de 30-40 kg ao ano podem ser
obtidas. Entretando, ao contrario das bactérias associadas ou em simbiose com as
plantas superiores, até hoje nio se tem demonstrado ser a contribuigio destes
organismos de grande importincia econémica para a produgio de alimentos.
Apresentam, porém, inestimdvel importéncia ecologica.

O produto da fixagdo de nitrogénio é a amédnia que precisa ser -

rapidamente removida ou assimilada por ser t6xica as células. Enquanto que os
microrganismos de vida livre fixam Ng para seu préprio crescimento, sem excre-
t4-lo para o meio ambiente, os microrganismos que vivem em associagdes comple- -
xas com plantas (por exemplo, rizébio/leguminosas e Anabaena / Azolla) excretam
a amdnia produzida que é, logo em seguida, assimilada pelo macrossimbionte (2).

No caso das leguminosas a amdnia produzida é rapidamente
assimilada em glutamina e glutamato pela célula vegetal e exportada para as
demais partes da planta sob a forma de compostos solGveis de pequeno peso
molecular e ricos em nitrogé&nio, como por exemplo, os ureidos (alantofna, dcido
alantéico e citrulina), as amidas (asparagina e glutamina) e vérios aminodcidos.
A predomindncia de um tipo de composto sob os outros varia com as diferentes
espécies de vegetais (16).

FATORES CLIMATICOS

O desenvolvimentode todo ser vivoapresenta um ponto 6timo para
temperatura, umidade e pressio de oxigénio. Variagies em qualquer um desses
fatores terdo efeitos diretos ou indiretos sobre o desenvolvimento dos organismos;,
afetando o processo de fixagdo de Na. As plantas e demais organismos fotolitotré-
ficos apresentam ainda um 6timo para a intensidade e qualidade da luz. Para a
Azolla, um pouco de sombreamento favorece o seu crescimento (24).
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TEMPERATURA

. Bactérias livres fixadoras de nitrogénio podem ocorrer em locais
de temperaturas extremas desde préximo ao congelamento, até temperaturas

. 0 : . A desb d d
superiores a 60" C, tendo grande importancia ecolégica como desbravadoras de
regides inéspitas. ‘ '

Quadro 1. Alguns organismos diazétroficos fixadores de nitrogénio

Org@nismo

Habitat

Forma de vida

Rhodospirillum

Clostridium e

aqudtico

ocorréncia geral, solo, 4gua doce e salgada, sedi-

fototr6fico de vida
fivie, anaerébjo fa-
cultativo

" quimiorganotréfico

Bacillus mentos; podem viver associados nos intestinos de vida livre, aeré-
de vdrios hospedeiros. bio ou anaerébio fa-
cultativo.
Desulfotomaculum associados 2 rémem e intestino de ruminantes. quimiorganotréfico
anaerbbio.
Klebsiella, Enterobacter isolados da flora intestinal; porém encontrados quimiorganotréfico

em vdrios habitats, superficie de folhas, fezes,
rimem, solos e dgua,

anaerébio  facultati-
vo. N

Citrobacter freundii associado a intestino de cupim. quimiorganotréfico
' anaerébio.
Azotobacter solos, superffcie de rafzes. A espécic A. paspa- quimiorganotréfico

Azospirillum e

1i asssocia-se A raiz de Paspalum notatum cv, Ba-
tatais.
solos, superffcie ¢ interior de rafzes de gramil-

de vida livre, aeré-
bio.

quimiorganotréficos

Herbaspirillum neas onde fixam N, microaerofilicamente. de vida livre ou asso-
ciados.
Frankia nédulos radiculares de Alnus etc., fixa N, em quimiorganotréfico
simbiose com angiospermas nio leguminosas. aerébio.
Nostoc ambientes imidos; ou no interior do caule de fotolitotréficos ae-
Gunnera, etc. 16bios, vida fivie ou
em simbiose.
Andbaena ambientes dmidos ou em cavidades foliares de fotolitotrdficos, ae-
Azolla. rébios, vida livre ou
em simbiose.
Rhizobium e nédulos radiculares em leguminosas. quimjorganotréfico
Bradyrhizibium aerébio, quando em

vida livre usa nitrogé-
nio combinado ou fi-
xa nitrogénio em
simbiose com legu-
minosas; algumas es-
tirpes foram intro-
duzidas a fixar nitro-
génio em vida livre
no laboratdrio.
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_ ) O funcionamento da simbiese’leguminosa-rizébio &, entretanto
mais sensufel aextremos de temperatura do que a planta adubada com N minerai
oua bactéria crescendo em meio de cultura (4). Temperaturas baixas retardam a
11_1fec§éo € formagéo de nédulos, enquanto-que em temperaturas altas, os nédulos
se fqrmam, ‘mas sdo ineficientes. De uma maneira geral, para as légufhinosas
tropicais, temperaturas diurnas de 26 a 32° C sdo 6timas para a .nodulé.géo-
funcionamento da simbiose e crescimento das plantas, mas existe grénde Miagéé
entr? as espécies (13). A temperatura dos primeiros 5 cm do solo, em regides
tropicais, atinge com frequéncia‘450 Coumais. Enquanto a algaroba t:em um 6timo
de temperatura para a fixacdo dé nitrogénio em torno de 35° C, o feijoeiro nao fixa
nitrogénio acima de 34-35° C, exceto com algumas estirpes de l:iiébio o

im . umas dbio que também
nodulam espécies florestais (11). e -

", 77 ... .. Essaseoutras plantas sdo mais tolerantes a temperaturas eleva-
das quando supridas com nitrogénio combinado. Temperaturas acima de 35° C
podgn causar a perda de plasmidios (que podem inclusive conter os genes Nif), e
asacimade46. C, deum modo geral, afetama sobrevivéncia do rizébio (17) Assim
“sendo, t;pidagés devem ser tomados durarnte o transgorte, armazenan;enbo e
manuseio di?,_s, inoculantes, que ndo devem ser expostos a temperaturas elevadas.

_ "+ No campo, 0 uso de cobertura morta pode minimizar os efeitos de

_ temperaturas:adversamenente elevadas, durante o-estabelecimento da cultura
enquanto a pesquisa tenta obter plantsas e bactérias mais tolerantes (Figura 1). ,
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Figura 1. Efeito de altas temperaturas do substrato na a éri
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UMIDADE E pO2

o - Bactérias de vida livre geralmente sé apresentam atividade signi-
.ficativa de fixacdo de nitrogénio na presenca de muita umidade no solo, como no
- caso das cianobactérias (21). Estas bactérias tém grande importancia na cultura
- do arroz inundado, tanto como fixadoras de vida livre, como em simbiose nas folhas
~de Azolla spp. (24): - o : '
o Nas associagbes envolvendo leguminosas, a deficiéncia hidrica
f_'fdim_inui a infecgho dos pelos absorventes pelo rizébio, chegando até a inibir
“completamente a produgfo dos nédulos. A redugdo do potencial hidrico no:solo
também tem efeito direto na atividade de fixagfio de nitrogénio, principalmente
“através da diminuigao dos produtos.da fotassintese (21). Apds o estresse hidrico,
‘nédulos de crescimento indeterminado, nédulos alongados podem reiniciar cres-
cimento e atividade imediatamente, enquanto os nédulos de crescimento determi-
nado (nédulos redondos), dependendo da intensidade do estresse, senescem, e
novos nédulos t&m que ser formados (21). Exceto por algumas espécies do género
Neptunia, encontradas na regiao de Marajé e que apresentam nédulos submersos,
os nédulos das demais espécies conhecidas néo toleram excesso de umidade por
tempo prolongado, devido & necessidade de oxigénio, para os processos getadores
de energia. Para compensar a pouca disponibilidade de oxigénio, os'nédulos
‘aumentam os espagos vazios infernamente e aumentam externamente as lentice-
las que sfio expansbes das células epidérmicas que proporcionam-maior superficie
para trocas gasosas.

oer

- LIMITAGOES QUE OCORREM NO SOLO
ANTAGONISMO MICROBIANO

- Problemas no éstabelecimento do rizébio em algunssolos tém sido
atribuidos a predominancia de microrganismos antagonicos. Protozedrios, fungos,
actinomicetos, bactérias e bacteriéfagos podem reduzir o nimeéro de rizébio em
condigdes de laboratério, e 0 impacto da atividade das diferentes espécies sobre a
populacio de rizobio tém sido objeto de alguns estudos (5,12,23). Ao contrério do
que anteriormente se supunha os bacteriéfagos ndo parecem exercer um papel
importante na ecologia do rizébio (1). Bactérias (como por exemplo Bdellouibrio)
apesar de atacarem o rizébio em meio de cultura e reduzirem marcadamente o
namero de células, também‘ nio parecém’ser muito importantes sob condigdes
naturais (12). Evidéncias, entretanto, parecsm indicar um relevante papel, para
os protozodrics, na diminuigdo da populaggo de rizébio (8, 9).

Estudos recentes tém demonstrado o papel importante dos actino-
micetos no estabelecimento de rizébio, em solos virgens, principalmente apés
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preparo e calagem desses solos. O problema parece ser mais

solos gultivados do cerrado e da Amaz6nia onds a perturbagao d%r:lzot:;(:a?rfle n;):
e ql'le‘lm'ada) favorece 0 crescimento de Streptomyces (actinomiceto produtor:‘ede
antibiéticos como canamicina, cloranfenicol e estreptomicina), que é encontrado
em grandes proporgdes no solo do cerrado (3). A corregdo da acidez do solo com a
calagem aumentam ainda maisa proporgio de estreptomicetos na microbiota dos
s?l9s.(18), e o resultado prético desse fendémeno é a necessidade de as estirpes de
nz?blo se tornarem resistentes aos antibisticos produ zidos, para que haja estabe-
lecxlmento na rizosfera das leguminosas e posterior formagao de nédulos. As
est!rpes de rizébio para soja que predominam nas4reas de cerradosao gera.lménte
r&elg,ten@ a 80 mg/ml de estreptomicina ou miais, e maior resisténcia natura)
a_ntlb'iélflqunfoi também observada, quando se comparavam estirpes nativas da
rizébio {solad.os de Stylosanthes crescendo em 4reas cultivada, em contraposi 'g
com estirpes isoladas de plantas coletadas em dreas virgens de cerrado (20). w

PRAGAS
: Em outros pajses tem sido observado ios
) 1 \ que larvas de vdrios
se alimentam de nédulos. Recentemente, foi observado em vériag partes dol I];sreatgﬁ
que larvas de Ceratoma (um besouro pequeno, esverdeado com pintas amarelo-la-

ranja nas asas), se alimentam dos nédulos enquanto ;
: A nta 3 que as formas adul
alimentam das folhas, principalmente de feijoeiro e soja. witas se

DISPONIBILIDADE DE NITROGENIO |

Dos nutrientes minerais, o nitrogénio é o e i i
s?bre a fixagéio bioldgica de Nz importante ﬁlieﬁet:r que sgu mmﬂ; fe;t::
Sl.tuagcj&si de deficiéncia deste elemento. Por outro lado, & necessdrio que %m
dlspo_mbllidade de N combinado para o crescimento do rizébio até o (ilnIcio £
fixagaode Na. Na simbiose das leguminosas, o suprimento de N mineral atua: (a)
no processo da infecgfio; (b) no ntimero de nédulos formados; e () na taxa de ﬁxagao' a
de N::e. O crescimento dos nédulos é mais sensivel ao excesso de N que a atividade
da nitrogenase, e ambos s40 muito mais sensfveis que a infecgdo e eventos iniciais
da formagse-do nédulo. Por outro lado, pequenas doses de N estimulam o cresci-
mento ‘da planta e, conseqlientemente, podem aumentar a massa de nédulos
produzidos. O excesso de nitrato diminui a intensidade na deformagao dos pélos
abs'orventw, aadessodorizébioa parede do péloabsorvente e o nmero de cordges
t.le. lpfgcgéo', 20 mesmo tempo em que aumenta o niimero de abortos dos eventos
Iniciais da infecgdo. O efeito do nitrato nestes eventos & ainda matéria de di uta;
entretan!:o, existem algumas evidéncias indicando queodcido indol-acéticols(XIA)
nec&ss:éno para a infecgio, é destruido por nitrito, que é o primeiro vpr‘odut'o da:
redugdio de nitrato para a assimilagio de N. O nitrito também reage com a
leg-hemoglobina, inativando-a. O efeito do N-combinado no crescimento dos
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6dulos manifesta-se pela diminuigio do tamanho das células do nédulo. Além
destes efeitos deve-se ainda considerar que, com alta disponibilidade de N para o
éi-escimento da parte aérea, hd uma redugfo dos fotossintatos que chegam aos
nédulos (22). v :

-OUTROS FATORES DO SOLO

Os estresses do solo ndo se limitam 4 disponibilidade de nitrogénio
e problemas de antagonismo microbiano. Foi estimado que 75% dos solos tropicais
apresentam problemas de eroséo; 46%, de estresse hidrico; 25-30%, de compacta-
¢d0, 7%, de salinidade-alcalinidade; 35%, problemas de acidez; e 80%, de deficién-
cia de fésforo (15). Outros nutrientes tornam-se deficientes, principalmente a
partir da corregéio do solo como, por exemplo, o zinco, apds calagem e adubagio
fosfatica, e o potdssio, enxofre e molibdénio, apés alguns anos de cultivo. De uma
maneira geral, plantas dependentes da fixagéo biol6gica de N2 sdo mais sensiveis
acs estresses do solo do que plantas adubadas com N mineral. .

ACIDEZ

Nas zonas equatoriais, onde a precipitagio excede a evapotrans-
piragio durante a maior parte do ano, os solos apresentam-se altamente intem-
perizados e 4cidos com deficiéncia de Ca e Mg, toxidez de AP* e, COmM menor
frequéncia, toxidez de Mn. . . e

: A -maijoria das bactérias fixadoras de nitrogénio, livres no solo ou
associadas as rafzes das plantas, € pouco tolerante a acidez.em meio de cultura.
As bactérias do género Beijerinckia sio as mais tolerantes. Em solo entretanto,
Azotobacter paspali predomina em raizes de grama batatais (Paspalum notatwm),
mesmo com pH abaixo de 5,0 e AzZospirillum spp. tem sido isolados de rafzes e
solos com pH abaixo de 4,5. Mais recentemente, foi isolado um Acetobacter sp., de
raizes de cana-de-agicar, capaz de fixar nitrogénio em pH 3,0.

Devido 4 adaptabilidade das bactérias, é relativamente ficil sele-
cionar mutantes tolerantes a baixo pH, enquanto que o crescimento da majoria
das plantas no mesmo pH € prejudicado. Nas leguminosas sensiveis, tanto ao pH
em si (atividade dos fons H*), como & toxidez de AI®*, em condigoes de haixa
disponibilidade de Ca’*, diminuem a infecgdo e o inicio da produgio de nédules
(Figura 2). Uma vez dentro da raiz, o rizébio fica protegido e os estresses passam
a ser sentidos indiretamente pelo efeito que tém na planta. A faixa critica para
ocorrer nodulagio varia com a espécie ou mesmo dentro da espécie (15).

, A maijoria das espécies tropicais sdo tolerantes a niveis relativa-
mente altos de acidez (pH 4,5 - 4,8), podendo-se destacar o caupi, como produtora
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Figura 2. Efeito do (A) pH e (B) A1* " na nodulagio do fejjoeiroem solugdo (dados de Franco & Munns, 6)

fie gréos, o estilosante, como forrageira e abracatinga, como espécie arbdrea muito
importante para recuperagio de solos erodidos no sul do pais.

o ‘Mesmo com .uma espécie sensivel como o feijoeiro, & possfvel
selecn?nar: cultl‘vaxres mais adaptados a solos dcidos (Quadro 2) (6, 7). Tem sido
tambfam observado que a planta pode aumentar o pH na rizosfera, favorecendo o
crescimento de bactérias incapazes de crescer no solo longe das raizes (19).

] A faltade nodulagdo em condigbes de acidez pode ser causada tanto
pela acidez em si, como'pela deficiéncia de Ca, jd que tanto a adigio de Ca, como

Quadro. 2. Selegdo de cultivares de feijoeiro Ph lus vulgdn’s} tok tes 2 acidez. (Médias de 4 repeti-

gBes)
Nédulos, lmta(l) A 2
Cultivar de Hostp Produgio de gros
feijao - pHdo solo
. pH do solo
45 50 55 45 50 55
n?- - kg/ha

CNF 145 8 8. 19 L7120 1.793 1.988
CNF 155 7 18 13 1.220 1.557 1.507
A22 S 4 1435 1.512 1.293
BAT 304 6 9 I 831 899 " 155
CD 43 So120 9 15 1.396 1.409 1.355
Negro Argel 23 31 41 L3550 1.508 1.505

) Pigntas colhiids 20 dids apés o plantio:

ibsorgio de cétions (Ca®*, Mg®*, K*, Na*) do que de anions (CI,H2POq',S0¢
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. @iexposigdo tempordaria das rafzes inoculadas a pH 5,6 proporcionam aumento na

produgdio de n6dulos. Depois.de formados, a atividade dos n6dulos € afetada em
menor intensidade pela acidez (6, 7). .

Plantas fixando nitrogénio (N2 entra na forma neutra), pela ma%or

9,

abaixam o pH da rizosfera por deixar um saldo positivo de H' no solo (15). Dados
gxpgrimentais mostram que Sio necessdrios em torno de 250 kg/ha de calcario,
ara manter inalterado o pH de um solo com baixo poder tampio, onde ocorreu

;__'ixac;n‘o biolégica de 70 kgde N (10). No caso da adubacfio verde, quando ndo hd
remogao de graos ou parte aérea, as bases sdo retornadas ao solo e nio ocorre a

acidificagio do mesmo.
Associada 2 acidez, em alguns planosolos e oxisolos, ocorre toxidez

dé manganés, afetando a nodulagdo de estirpes de rizébio sensiveis, efeitos estes

que sdo eliminados com calagem para pH 5,5.

'DISPONIBILIDADE DE NUTRIENTES MINERAIS

e " A deficiéncia de fosforo, comum em solos 4cidos, é causada pela
fmobilizagso por adsorgdo dos fons fosfatos nos coléides de éxidos de ferro e
aluminio e argilas do tipo 1:1, presentes nesses solos. Isso faz com que formas
soléiveis de adubos fosfiticos tornem-se rapidamente nio disponiveis as plantas
e;em menor intensidade, aos microrganismos. Apesar de demandar alta quanti-
dade de fésforo para a fixagio de nitrogénio, o sistema radicular das leguminosas,
por sua geometria, é mais restrito do que o das gramineas, tornando as legumi-
nosas mais dependentes de micorrizas vesicu lo-arbusculares. A adigéo de fosfatos
naturais, que tém solubilidade aumentada em condi¢oes 4cidas, apresenta-se
como uma alternativa para o manejo da adubagio de P nesses solos, principal-
mente em pastagens e reflorestamentos (14). :

Além das leguminosas, a cu ltura em que se observa maior contri-
puicao-da fixagho biolégica de nitrogénio é, sem divida, o arroz inundado, onde,
além da fixagdo que ocorre junto a raiz, tem-se a grande contribuigio das ciano-
bactérias livres na dgua ou ém simbiose com Azolla. Quanto 4 Azolla, a deficiéncia
de fésforo e altas temperaturas tém sido os principais fatores limitantes a sua
utilizagio nas regides brasileiras produtoras de arroz. A Azolla € sensivel a
deficiéneia de calcio e micronutrientes, porém as limitagbes sdo menos pronuncia-
das, em dreas onde a lamina de dgua é estreita (5cm) (24).

CONSIDERACOES FINAIS

Nos sistemas simbiéticos, o processo de fixa¢do do nitrogénio é o
resultado final de uma complexa interagdo envolvendo o hospedeiro, o microrga-
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nismo. diazotréfico e 0 ambiente. Nas leguminosas, o nédulo confere protegdo
contra. os fatores adversos, porém o éxito no desenvolvimento de um complex:
sistema é ameacado em cada uma das inlimeras etapas. :

- - Nas leguminosas, por exemplo, qué ¢ o sistema simbi6ti i
est_udado,_a t"lxa.géo do nitrogénio depende dE:a un?a série de eventosn:::\?;;fr.;;gilcs)
macro e o microssimbionte, que devem estar perfeitamente sincronizados. Para
que a fixagéo ocorra, o rizébio deve alcangar a rizosfera da planta hospédeira
apmp.nadg e multiplicar-se. Nesta etapa, a bactéria sofre tanto antagonismo dos
deme-us microrganismos habitantes da rizosfera, quanto os efeitos de fatores
amblen?e.s como temperatura eatidez do solo, ou pode ser afetada, por aplicacoes
de fungicidas nas sementes. Em seguida, o rizébio precisa ser're’con'hecido la
p_lanta_,. penetrar nas células da epiderme da raiz e chegar até o cértex Els)fas
etapa__s dependem da compatibilidade entre o hospédéiro e a bactéria, q.ue em
alguns casos, é altamente especifica. As plantas podem apresentar fatores’ ndo
nodulantes, geneticamente controlados. Estas etapas também séo grandement
afetadas pelo pH do sistema (21). & e
' A seguir, o rizébio induz a proliferagio das células corticai
m_fectapdo-as e formando o nédulo, etapa querc)lepende%!o oorretoé::;llzsnc?aogx:::;;
de fator:e’s. de crescimento entre ¢s dois parceirosequeé gi‘andementé afetada pela
compatibilidade entre os simbiontes e pelo regime de témperatura. Fe

. ‘Na etapa seghint.e a bactéria sofre modificagdes i
o , goes morfoldgicas
ﬁsgolégxca.‘s, transformando-se em bacterdide. H4 interages especificas eﬁ-;:re oz
dois parceirose a plax:xta hospedeira parece proporcionar um ambiente adequado
2 tranc?far_madgaole a glsponibilidade de nutrientes minerais, como o cobalto, para
produgio da leg-hemoglobina e ‘o molibdéni .
vy ibdénio, que € o elemento chave da

) Com o nédulo pronto, é necessdrio estabelecer um sistema vascu-
lar de ligagdio entre o nédulo e a raiz, para que o rizébio possa receber os compostos
de cax:bono da planta, e esta, os produtos nitrogenados resultantes da atividade
dos nédulos, cuja manutengdo em funcionamento é fortemente condicionada por
fa}tor:: ambientes {principalmente temperatura e umidade) e fisiol6gicas da
planta.
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TRANSFORMACOES MICROBIANAS
DO FOSFORO

Siu Mui Tsai? & Raffaella Rossetto

INTRODUCAO

o O fésforo & um elemento essencial a'vida. Suas fungdes no meta-
bolismo animal, vegetal e protista sdo tdo importantes, que a maioria dos proces-

's0s metabélicos de qualquer organismo é dependenté da presenga desse elemento.

Devido & sua essencialidade, o fosforo nédo pode ser substituido por nenhum outro
elemento nos sistemas biolégicos. S

Do ponto de vistéa ‘ecol6gico, & provivel qﬁe o fosforo seja o
elemento mais importante para os organismos vivos,pois , segundo Hutchinson
(9) e Mc Elroy (11):

a) é encontrado nesses organismos, em concentragoes considera-
velmente superiores que as fontes de onde é retirado;

b) participa de processos de transferéncia de energia, sendo com-
ponente de moléculas como o ADP e ATP, que dirigem direta ou indiretamente,
todos os processos de vida que requerem energia; e

¢) a deficiéncia de fésforo é o fator que mais fregiientemente limita
a reproducdo e a produtividade, & excegfio da dgua. Sendo parte integrante das
moléculas de DNA e RNA, o fésforo participa de processos de reproducdo e
transmissio dos caracteres genéticos dos organismos.

Nos solos das regides tropicais e subtropicais, a maior parte do
fésforo encontra-se em formas pouco disponiveis as plantas, fator que, freqiiuen-

M Segso de Microbiologia do Solo, CENA/USP, Caixa Postal 96, Piracicaba, CEP 13400, SP.
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temente, tem limitado as produgdes agricolas, tornando a agricultura, nessas
regioes,praticamente dependente de adigbes de fertilizantes fosfdticos.

CICLO DO FOSFORO

A exemplo de uma série de outros elementos como o C,H,O,Ne
-8, o P circula através da terra, dgua, ar € organismos vivos, formando um ciclo

biogeoquimiico (16). = " - .

) O ciclodo fésforodifere dos demais, pelo fato de queasquantidades
de f?sfom encontradas na atmosfera sio tdo reduzidas, que muitos autores
consideram que o fésfore ndo completa um verdadeiro ciclo na natureza, ou, ao
menos, que este ciclo seja interrompido no compartimento atmosfera. Poucé se
conhece sobre a ocorréncia de fésforo na .atmosfera. Ndo se observou ainda,
nenhum composto gasoso estdvel de fésforo, mas sabe-se que ele se encontra nesse
compa-rtlm‘ento, adsorvido a outros materiais, e & proveniente da combustgo de
material organico, particulas de soloem suspensao (poeira), ou porgdes de espuma
do mar carregadas pelo vento (14). <" :: " .

o 'O__'g.ra.__nde reservatério de fésforo € a litosfera (ver Quadro 1). O
fosfato entia na biosfera,ao ser absorvido pelas plantas e microrganismos, e

animais e microrganismos (Figura 1).

retorna ao solo, apés a decomposicioda matéria orgénica provenientg de pléntas,

i i Grandes quantidades de fésforo sdo perdidas anualmente por
€rosdo e sdo levadas pelos rios até os oceanos. Estima-se que 3,5 milhdes de
Vton.ela}das de Pv sdo-perdidas anualmente dessa forma. Nos oceanos o fésfora se

Quadso 1. Plincipais. reservatorios de fdsforo (15)

P total (10" *kg)

Terra

solo ’ 96-160

rochas minerais 19

biota ' ' 26

4gua doce (P dissolvido) 0,090
Oceanos

sedimentos 840.000

dissolvido (inorginico) ' 80

detritos (partfculas) 0,65

biota 0,65-0,12
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Figura 1. Ciclo do fasforo no solo.

precipita como fosfato de Ca pouco soliivel,e apenas uma pequena parte retorna
dociclo; através do guano produzido por aves marinhas e de peixes utilizados na
alimentagfio humana (5): Por'essas razdes; além do esgotamento do solo provocado
pela retirada constante de nutiientes pelas culturas e das reagées quimicas do P,
que o tornam menos disponivel as plantas, a agricultura depende, cada vez mais,
de adigdes de.fertilizantes fosfaticos.. ) '

' _FOSFORO DO SOLO

S O fosforo do solo ocerre duase exclusivamente como orto:fosfatos
derivados do 4cido H3PO4 (10), que se combina em compostos de célcio, ferro,
aluminio e na matéria orgénica. co

Os fosfatos do solo podem ser, portanto, subdivididos em dois
grandes grupos: fosfatos inorginicos e organicos. Nos fosfatos inorganicos, os fons
H* do 4cido fosférico sdo substituidos por c4tions formando sais. Nos fosfatos
orgénicos, um ou mais fons H* sdo eliminados, e ligagies ésteres sdo formadas,
sendo que, os demais fons H podem ser substituidos por cations.

FOSFORO INORGANICO

O fésforo inorgénico é encontrado nos solos em formas cristalinas,
amorfas, adsorvidas ao complexo coloidal ou na solugio de sola. - '
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Os fosfatos cristalinos encontrados mai i a
! s fregilentemente sfo os
fosfatos de cdlcio, ferro e aluminio e estao relacionados no quadro 2.

Quadro 2. Principais fosfatos inorginicos encontrados nos solos
Tipo ‘ ) Mineral : -Composicio
Fosfato de cdlcio "hidroxiapatita . 3 Caz (POy), . Ca(OH),
oxiapati?a o 3 Ca3 (PO,4); . CaO
ﬂuorapatxta - 3Caz (POy), . CaF,
carbonatoapatita 3 Ca3 (PO4); . CaCO4
fosfato tricdlcico Casz (PO4),
fosfato bicflcico Cd HPO: 4
fosfato monocdlcico Ca (H,P04),
Fostatosde Fe vivianita Fe3.(POg), . 8H,0
estrengita Fe PO4. 2H,0
Fosfato de Al variscita AlPO4 . 2H,0

.. .~ A maior pérte do fésforo do ,sol(_)'é proveﬁiénbé da ﬂﬁora atita
hidroxiapatita, Os fosfatos mono e bicélcico sao muito importantes para af fert:ili‘-3
dade de solos e nutricio mineral devido 4 sua solubilidade (10). 3

i Out'f'as formas de fosfato inorgﬁnidb que podem ocorrer nos solos
;aoX‘losf%,tIos adsorvidos ao complexo coloidal & fosfatos ocluidos nos hidréxides de
e, Ale Mn.

Os fosfatos de Ca, Fe e Al $0 pouco soliiveis,e i-
dos aos coléides do solo podem ser tz‘dwidds'%?uf permanecer mﬁ:t:;a?;onl;‘:s
pouco disponiveis As plantas,de maneira que, na solugfio do solo, o fésforo se
encontra em quantidades pequenas (entre 0,02 e 0,2 ppm, sendo freqiientemente
menm:;?s que 0,1 ppm), nas formas dissociadas do dcido fosférico, HoPOQ4", HPO4Z
e PO4™, dzz?pendendo do pH do meio. O H2POQq" predomina em pH entre ’2 0a70
eo Hlf‘04 predomina em solos com pH maior do que 7,0. Nessa faixa de’pH a;s
qmthad% de H3PO4 e e POs? 40 negligencidveis. Como grande parte dos sc;los
brasileiros apresenta reagso 4cida (pH menor de que 7,0), 0 HoPO4 6 a principal
forma de fésforo absorvido pelas plantas nas nossas condigoes (6).

FOSFORO ORGANICO

o . O fésforo orgénico do solo & proireniénte de restos vegetais e
animais,que formam a matéria organica do solo, e de protopl
metabélicos microbianos. ’ . profoplasma e produtos
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As fragdes, orginicas de fésforo. nos solos ndo,sdo totalmente

 donhécidas. Estima-se que apenas 50 a 70% do P organicd do solo, foi até hoje

identificado, a maior parte como ésteres de fosfato (18). i
N oo .Aproxiriiadaméhbe 30% db P .orgén_ied igotal'_cofrés;)londe a compos-
tes ainda. ndo caracterizados, sendo.que. pequena. percentagem sdo aglcares
fosfatados e coenzimas.. . S T
Nos solos, o P organico corresponde normalmente entre 25 e 75%
do P total. Em casos extremos, pode atingir 3a 85% (6). -
) ' Os prine‘i'p‘ais compostos organicos dé fésforo e sua contribuigdo

para o P orgénico dos'solos estdo relacienados no guadro 3.

Qﬁé«i}b'l Formas de P orginico do solo ¢ respectivas perceniagens estimiadas em relagio ao P orginico
total (18) RO : o A

Formas de P orginico P
Fosfatos de inositol >60
" Acidos nucléicos - - - T 5~10
Fosfolipfdeos + - -+ - - <1 ..
~Qutios ~ : o <030
Fosfatos de Inositol

Inositol é um agtcar homociclico que forma uma série de ésteres
com o fosfato (2). _ o : '

Os fosfatos de inositol podem ter de 1 a 6 dtomos de P para cada
grupo de inositol. O hexafosfato é predominante, seguido do pentafosfato, sendo
que o tri, o bi e 0o monofosfato existem em pequenas quantidades. Por outro lado,
o grupo inositol pode ocorrer em vdrias formas isoméricas (1), sende que o
myo-inositol € comumente encontrado na natureza,tendo sido isolado de plantas,
animais e culturas puras de microrganismos (2).

O hexafosfato de inositol,também chamado de 4cido fitico, pode
dar origem a sais de Ca e Mg, denominados fitina. Por rhuitos anos se pensou que
a presenca de hexafosfato de inositol no solo tivesse sido originada por vegetais,
mas dados recentes indicam que a origem é provavelmente microbiana (17).

Acidos nucléicos

. . Os écidos nucléicos existem nas células vivas em duas formas
distintas: o 4cido ribonucléico (RNA) e o desoxirribonucléico (DNA), que sio
sintetizados por microrganismos no solo durante a decomposigio da matéria

orgénica.
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ou desoxirribose no DNA por ligagbes ésteres.

Nos dcidos nuéléiqos, o fosfato é ligado a um agticar ribose no RNA,

Os métodos para quantificagdo e identificacdo dos dcidos nucléicos
nos solos baseiam-se nas quantidades de nucleotideos ou bases nitrogenadas
liberados por hidrélise das frages de matéria orgnica do solo. As proporgdes
relativas das bases nitrogenadas indicam que os dcidos nucléicos encontrados no
solo séo predominantemente de origem microbiana (2).

Nas células bacterianas, a maior quantidade de fésforo est4 nas
moléculas de RNA. Esse 4cido nucléico apresenta 1/3 ¢, as vezes, 1/2de todoo P
das bactérias. Como as células -microbianas sdo ricas em #cidos nucléicos, é

possivel que grande parte desses dcidos encontrados nosolo estejam ainda ligadog--- |

no interior das células dos microrganismos. Apés a morte das células, os 4cidos
nucléicos podem entéio ser mineralizados. )

Fosfolipideos

Fosfolipideos sdo compostos onde o fosfato se combina a um
lipideo. Nos fosfatideos, um grupo de fosfolipideos que incluia lecitina e a cefalina,
o fosfato é ligndo a uma base nitrogenada por ligagbes ésteres. Assim como os
dcidos nucléicos, os fosfolipideos sdo componentes de toda matéria viva.

A lecitina (fosfatidil colina) e a cefalina (fosfatidil etanoclamina)
séo os fosfolipideos predominantes no solo (2). ’ L

. A concentracio de fosfolipl’deoé nas células bacterianas varia
muito, de acordo com a espécie e idade do microrganismo, sendo que, normalmen-
te? representam menos de 10% do total de fésforo das células.

Outrés Formas

As paredes das células bacterianas contém uma série de ésteres,
€omo os dcidos teic6icos, comuns nas paredes das bactérias gram poé.itivas,que:
Juntamente com 4cidos carboxilicos fosforilados, dcidos urdnicos, coenzimas e
alguns aglcares fosfatados, podem fazer parte das fragbes organicas do solo.

TRAN SFORMAQ(?ES MICROBIANAS DO P NO SOLO
SOLUBILIZACAO DE FOSFATOS INORGANICOS

) _ ‘As plantas absorvem fésfore quase exclusivamente da solugio do
:solo. O fosfato inorghnico insoldvel deve passar portanto para a solugéo do solo
antes de ser absorvido. A solubilizagio microbiolégica de fosfatos inorgénicos é
detalhada no capitulo 18.
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. MINERALIZACAO DO FOSFORO ORGANICO

Ao decomporem a matéria orgénica, os microrganismos podem

=" ijiberar elementos como N, P, S e micronutrientes que estavam contidos nas

Cnioléculas organicas. Este processo é denominado Mineralizagdo. O contrério, ou
seja, a utilizacdo deP no metabolismo microbiano, refere-se 4 Imobilizagio. Ambos

.08 processos podem ocorrer simultdneamente, sendo que a predominancia de um
deles pode significar aumentos ou decréscimos de P na solugédo do solo.

A mineralizagdo da matéria orginica depende de vdrios fatores,
‘como a composi¢io do material orgdnico, as populagdes de microrganismos envol-
vidos, temperatura, umidade, aeragio e pH do solo e prdticas culturais, como
adicGes de fertilizantes, entre outros (1, 16).

‘A mirneralizagéio ¢ maior a temperaturas acima de 30°C.0 pH
proximo i neutralidade também favorece a mineraliza¢do. Esses fatores, além de
um teor de umidade e aeragfo adequados, promovem o desenvolvimento de
populagoes de microrg:inisrnos decompositores no solo. A alterndncia entre condi-
¢0es de muita umidade e seca, também favorece a mineralizagdo. _

. A taxa. de mineralizagdo é diretamente correlacionada com as
quantidades de substrato a.ser decomposto. Quanto & composi¢do da:matéria
orginica, muitos autores acreditam que as proporgdes de P existentes na matéria
orginica a ser dedomposta, estariam diretamente relacionadas com as quantida-
dés de P nasolucdo dosolo. Ou seja, a fazéo C/P da matéria orgatica déterminaria
a predominancia de reagbes de mineralizacfio ou” imobiliza¢ao’ (2). Neste caSo,
haveria um nivel critico para a razéo C/P, abaixo do qual ocorrefia predomindncia
de mineralizagio e, acima, imobilizagdo. O problema ocorre em se determinar qual
seria o nivel critico da razao C/P. Existem varias estimativas obtidas em trabalhos
cientificos, sendo que uma-das mais baixas obtidas foi 55 e a mais alta 300 (20).
Um valor,de eerta forma considerado por vdrios autores como o nivel critico da
razdo C/P, 6 200. Sob este enfoque, a mineralizacdo de N, S ¢ P da matéria orginica
ocorreria devido a oxidagao de C a COg pelos microrganismos, em taxas similares
a relagdio estequiométrica que existiria entre C:N:S:P ha matéria orgénica, onde
os microrganismos estariam oxidando o carbono para obter energia.

Atualmente, uma nova hipétese tem sido estudada paraa ciclagem
dos elementos contidos na matéria orginica. Os autores consideram que os
elementos ligados ao carbono :nitrogénio (C-N) e parte do enxofre (C-S) seriam
mineralizados como resultado da oxidagéio do C a COg pelos microrganismos. Ja
os elementos contidos em ligagdes ésteres (C-O-P e C-O-S) seriam mineralizados
devido a auséncia do elementono ambiente (13). Mc Gill (12) chamou este processo
de mineralizagdo bioquimica, porque ocorre em grande parte fora das células por
atividade enzim4tica e seria controlada pela necessidade do elemento em si em
vez de o ser pela necessidade de energia. Este modelo prevé a possibilidade de que



238 SIU MUI TSAI & RAFFAELLA ROSSETTO

um elemento possa se acurnular no solo, indepéndentemente do quecorre com os
outros elementos, ou da relaggo estequiométrica que existia na matéria orgénica
inicialmente. Assim, explicar-se-ia o fato de que, em varios solos, em diferentes
condigdes, tém-se observado que, nem a taxa de adigdo de matéria orgénica, nem
o contetdo de fésforo dessa matéria orgénica influenciaram o contetdo de fosforo
orgénico do solo (2, 3). ' '

As enzimas envolvidas na mineralizacdo da matéria orgénica sdo
coletivamente chamadas de fosfatases. No grupo das fosfatases, incluem-se as:

a) Fitases - As fitases agem no hexafosfato de inositol removendo
fosfatos um a um, formando penta, tetra, tri, bi, monofosfato e finalmente liberan-
do inositol. Sdo largamente produzidas por microrganismos de varias espécies:
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Cunninghamella, Arthrobacter, Streptomyces,
Pseudomonas e Bacillus (1). Alguns microrganismos excretam a fitase, enquanto
outros a mantém intracelularmente.

Apesar de a existéncia de fitases nos solos ser generalizada e de
muitos microrganismos terem mostrado "in vitro", a atividade da enzima por eles
sintetizada, os polifosfatos de inositol podem estar adsorvidos aos coléides do solo,
onde ndo sdo facilimente acessiveis as enzimas. Conseqiientemente,os polifosfatos
de inositol se acurnulam no solo, eonstituindo a maior percentagem de P organico (8).

) b) Nucleases - Os dcidos nucléicos sfio rapidamente decompostos
no solo. As enzimas nucleases despolimerizam as moléculas de DNA e RNA
(desoxirribonuclease e ribonuclease, respectivamente). Moléculas de DNA tam-
bém podem ficar adsorvidas acs coldides do solo e protegidas da agfio das nucleases
microbianas (8). .

o c) Fosfdlipases - Bactérias, fungose actinomicetos podem utilizar
fosfolipideos como fonte de fésforo. O fosfato & liberado dos fosfolipideos através
de hidrélise enzimatica. :

) As raizes das plantas também produzem enzimas fosfatases que,
juntamente com as fosfatases microbianas, atuam na mineraliza¢io da matéria
orginica e podem contribuir para a nutricéo de plantas.

O uso de um composto contendo Bacillus megatherium var, phos-
phaticum, conhecido como fosfobacterim, foi bastante difundido na Unido Sovié-
tica, com o intuito de promover major mineralizagio da matéria organica. A
dosagem de 5 kg/ha do composto seria responsédvel por aumentos da ordem de 10%
nas produgdes.agricolas (7). Embora vérias espécies de Bacilliis sejam reconheci-
das decompositoras de matéria orginica, acredita:se que o estimulo no crescimen-
to de plantas pode ter-se dado, devido ao efeito de produgfio de auxinas e
giberelinas por estas bactérias (4, 19). ' .
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IMOBILIZACAO DO FOSFORO

Durante a decomposigio da matéria orgénica pelos microrganis-
mos, determinadas quantidades de fésforo vio sendo assimiladas para a formagédo
& 0 desenvolvimento de suas células. A imobilizagio refere-se a utilizacdo, pelos
microrganismos, de fosfatos disponiveis, incorporando-os em moléculas de 4cidos
nucléicos e fosfolipideos, entre outras.

Adigoes de matéria orgénica geralmente estimulam o crescimento
de populagdes microbianas, havendo uma conseqiente demanda por fésforo. As
bactérias e os actinomicetos acumulam mais fosforo (1,5 a 2,5% da sua matéria
seca) que os fungos (0,5 a 1,0%) ou plantas (0,056 a 0,6%) (8).

Quando se adiciona matéria orginica com alta razdo C/P, os
microrganismos podem assimilar o fosfato disponivel, predominando imobiliza-
¢do, podendo inclusive ocorrer certa competigdo entre as plantas e os microrganis-
mos pelo fosforo disponivel do solo. Quando a razdo C/P diminui, a mineralizagdo
passa a predominar.

O fésforo imobilizado nas células microbianas ¢ liberado quando o
microrganismo morre, tornando-se novamente disponivel as plantas. Uma série
de ésteres vao sendo liberados ao solo com a morte dos microrganismos. Alguns
ésteres serao rapidamente decompostos tendo pequena permanéncia no solo,
enquanto outros sio adsorvidos aos minerais de argila onde se acumulam a niveis
relativamente altos (2).

REACOES DE OXIDACAO E REDUCAO

O composto mais oxidado de fésforo é o ortofosfato.

Alguns microrganismos quimiorganotréficos,como bactérias, fun-
inomi imi 2- id4-lo a fosfato no
gos e actinomicetos, podem assimilar fosfito (HPO3“) e oxidd-lo a fosfato
interior das células, formando compostos orgénicos de fésforo (1).

Reacdes de redugéo do ortofosfato podem também ocorrer, sendo
que Clostridium butyricum e Escherichia coli foram capazes de reduzir o fosfato
em culturas puras. E provével que as reagbes de reduciio sejam significativas
apenas em solos alagados, sendo que faltam ainda maiores informagbes sobre o
assunto.

HPO3% — HPO4% OXIDACAO
H3PO4 — H3PO3 — H3POz REDUGAO
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DEGRADACAO MICROBIANA DE DEFENSIVOS
FOSFORADOS

Existem vdrios compostos fosforados utilizados como defensivos.

Ao contratio dos defensivos clorados, os fosforados sdo degradados rapidamente, .

permanecendo pouco tempo no ambiente e nos sistemas biolégicos.

O quadro 4 mostra os principais defensivos fosforados.

Quadro 4. Principais defensivos fosforados

Inseticidas
Sistémicos: demetom, dissuifotom, forate, mevinfés
Nio- sistémicos: diazinom, paratiom, mal;itiom, azinfés, fentiom
Cloro fosforados: carbofenotiom, dicloxfés, triclorffom, agritox
Fumigantes: fosfina

Fungicidas
edifenfds, pirazofds, IBP - .

Herbicidas
glifosato, merfés, bensulide

A hidrélise enzimédtica converte rapidamente a maioria dos defen-
sivos em compostos nao téxicos, soltveis em dgua. Muitos deles sdo triésteres, e
nesses casos a hidrélise é iniciada por fosforotriesterases, muito comuns em
sistemas biolégicos (Capitulo 24). .

CONCLUSOES

Apesar dos grandes progressos obtidos nos Gltimos anos, noestudo
das reagbes do fésforo no solo, varios processos ainda nio foram completamente
elucidados, sendo que compostos especificos necessitam ser identificados. Dentre
as fragdes orgénicas, por exemplo, estima-se que 30% correspondam a formas
ainda néo caracterizadas.

O ciclo do P no solo é um processo dindmico, onde ocorrem trans--

formagdes entre formas orginicas e inorgénicas. Alguns processos como a solubi-
lizagdo de P inorgéinico , a mineralizacgio e a imobilizag&o de P orgénico, envolvem
microrganismos e sio de considerdvel importancia porque as reagdes do P no solo
tém conseqiiéncias diretas para a nutri¢do mineral de plantas e para a utilizagio
eficiente de fertilizantes e matéria orgénica.
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Com os avangos ocorridos na drea de fixagdo biolégica de nitrogeé-

. mo 1ntroduzmdo-se sistemas planta-bactéria eficientes na fixacéo de nitrogénio,

existe uma expectativa andloga no campo do fésforo. Pesquisas recentes mostram
que plantas infectadas por fungos micorrizicos sio capazes de utilizar mais
eficientemente o P, principalmente quando este se encontra presente em baixas
concentragdes na solugio do solo, abrindo novas perspectivas para o progresso da
agrlcultura (Capitulos 19, 20 e 21).
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' SOLUBILIZAGAO MICROBIANA DE FOSFATOS

Augusto F. EiraV

INTRODUCAO

. _ Considerando as fungdes fisioldgicas desempenhadas pelo fésforo -
ne. mundo vivo, ao lado de fatores do solo que limitam sua disponibilidade 2
nutri¢fio vegetal, e a atual dependéncia externa do Brasil em relagdo ao enxofre
utilizado na indastria de superfosfatos, a solubilizagiio biolégica de fosfatos
naturais assume, principalmerite para o Brasil e América Latina (solos tropicais),
um papel de destaque mas, ao mesmo tempo, insipiente e futurista.

Dentre as linhas mestras sugeridas no Simpésio sobre Fertilizan-
tes na Agricultura Brasileira, em 1984, encontram-se diretamente ligadas a
Microbiologia algumas delas, a saber :

a) a possibilidade de utilizar o processo da redugdo anaerébia do
fosfogesso por bactérias que utilizam osulfato como receptor terminal de elétrons,
tais como Desulfovibrio, Clostridium, Baciilus e outras (12, 13);

b) a aplicagao da biogeoquimica para solubilizacdo de fosfatos
naturais de rocha:

- em pilhas, por lixiviagdo bacteriana de minérios de baixo teor (9,
33) e

- diretamente no campo, através da mistura de minériosde S e
rochas fosfaticas, para a solubilizagdo do fésforo através de bactérias-quimiolito-
tréficas oxidantes do enxofre (23, 24); e

@ Departamento de Defesa Fitossanitéria -- Faculdade de Ciéncias Agrondémicas, Campus de Botucatu
- UNESP, Séao Paulo.
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FET ¢) a elevagio da eficiéncia do aproveitamento de rochas fosfiticas,
como fertilizantes de aplicacdo direta na agricultura, mediante técnicas que
envolvam um manejo mais adequado dos fosfatos em solos brasileiros, conside-
rando-se a dinAmica do sistema solo/planta/microrganismo/fertilizante.

Nas duas altimas metas incluise a solubilizagao biolégica de
fosfatos naturais, que serd discutida neste capitulo com o intuito de canalizar a
agricultura a extensa literatura que, embora conduzida em sua maijor parte in
vitro, poderd evidenciar a necessidade de novas opgdes para o manejo de adubos
fosfaticos em solos tropicais. :

MICROBIOLOGIA DA SOLUBILIZACAO
DE FOSFATOS NATURAIS

A partir do inicio deste século, simultaneamente €Om 0 progresso
da Microbiologia Agricola, Stoklasa atraiu a atengéo dos estudiosos da época para
o papel que os microrganismos do solg desempenhavam nas transformacbes de
compostos fosfdticos incorporados ao solo (31). Mas, somente em 1949, Gerretsen
(10) confirmou essa hipétese, demonstrando que a nutrigdo das plantas, a partir
de fosfatos insolGveis, 6 bem melhorem "solos vivos" do que em solos esterilizados.

. Posteriormente, muitos autores estudaram a influéncia de popu-
lagbes microbianas no solo, ou culturas isoladas de fungos ebactérias, na liberagdio

ou mobilizagdo de fons fosfato a partir de fosfatos naturais insolaveis
(2,3,4,15,16,18,22 26),

A maijoria desses trabalhos foi realizada in vitro e refere-se ao
isolamento de microrganismos solubilizadores de fosfatos insolaveis, em diferen-
tes solos e rizosfera de culturas (8,15,16,25). -

Pela andlise geraldos resultados desses isolamentos, infere-se que
a populagéio de microrganismes solubilizadores de fosfatos insolGveis est4 presen-
te'em todos os solos e que varia em fungéo do tipo de solo, vegetacio natural, pH,
temperatura, teor de matéria organica, tipo de fosfato natural e outras varidveis

nutricionais do solo e dos meios de cultura utilizados para os testes in vitro
(7,10,15,21,25,30),

Dentre os microrganismos solubilizadores de fosfatos, as bacté-
rias, actinomicetos e fungos tém sido frequentemente isolados, Para alguns
autores, as bactérias (principalmente as de metabolismo quimiolitotréfico) mos-
traram-se mais eficientes, enquanto que, para outros, os fungos foram mais
eficientes, embora menos freqiientes.

Os géneros mais comumente isolados tém sido:
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Bactérias: Bacillus, Thiobacillus,Mycobacterium, Micrococcus,

Flavobacterium, Enterobacter, Arthrobacter, Alcaligenes, Pseudomonas, Nitro-

bacter, Escherichia, Agrobacterium, Achromobacter, Erwinia, Brevibacterium.

Fungos: Aspergillus, Penicillium, Sclerotiun.t, Rhizop.us., Candida,
Qidiodendron, Pseudogymnoascus, Trichoderma, Chaetomzun_z, Fusfdlum, Fusa-
rium, Stachybotrys, Cunninghamella, Thielavia, Mucor, Coniothyrium.

Quanto a sua natureza quimica, independentemente da classe d.e

organismo que os produz, existem basicamente trés classes de agentes de solubi-

izagdo: ’ . .

fzag - dcidos minerais fracos: H2CO3 formadf) a partir das excregbes
radiculares de CO2 e do metabolismo respiratério dos microrganismos;

- dcidos minerais fortes: HaS04, HNOz2 e HNO3 fomados respec-
tivamente, na oxidagéo de formas reduzidas de enxofre e nitrogénio por bactérias
gquimiolitotréficas; e ’ .

acidos orgénicos, tais como o 4cido citrico, ox:ili.oo,. glucdnico e
outros formados no inetabolismo intermedidrio fle organismos quimiorganotréfi-
cos, ou excretados pelas raizes de plantas superiores. .

SOLUBILIZACAO POR MICRORGANISMOS
QUIMIOLITOTROFICOS

Nesse grupo, as principais bactérias citadas como solubilizadoras
de fosfatos naturais séo:

Thiobacillus ferrooxidans (33, 34)
Thiobacillus spp (19, 23, 24, 31)
Nitrosomonas (19, 31)

imi i éri oduzem #cidos
As reagbes quimicas pelas quais essas bacj:enas P 1
encontram-se detalhadas nos capitulos 8 e 22. A ilustragio dos dcidos agindo na
solubilizac¢do de fosfatos encontra-se na figura 1.

Swaby (30) misturou, em proporgoes definidas, solo, enxofre e
fosfato natural, inocglado com Thiobacillus (o que chamou de BI(’)SUPER?. S:;b
condigbes controladas de temperatura e umidade, observou que, apés deter}}}ma do
tempo, até 80% do fésforo contido no fosfato nattl'rz?.l era solubilizado. A uti izagdo
desse biofertilizante apresentou resultados .posnlvos em pastagens nas ll'eglo;s
tropicais da Austrilia (5).Entretanto, as ?egu')% bempefadas apr%egta_m I{Il?;ra:
cdes quanto 4 baixa atividade do Thiobacillus e, oonsequgntemente, aixa li ?
caode fosfatos soluveis. O quadro 1 apresenta os dadog, Pbtldos em um experimento
realizado no estado de Sao Paulo, com capim colonido, onde se observou que a
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Figura 1. Curso da sulfo-oxidagio, solublhzaqao de fosfato tricdlcico e variagio do pH, na inculm;ao de
Th;obacdlus thiooxidans em meio liquido enriquecido para quimiolitotrdficos aerdbios (Waksman,
34

Quadro 1. Efeito de adigio de enxofre a trés fosfatos de rocha na produgio de matéria seca e contelido
de fosforo em capim colonido (Lombardi etal., 17)

Produgio Conteiido P
Fosfato de rocha -
200mg P,O¢/kg solo Sem § Com $ Sem S Com S
g mg
Catalio 9,27 17,77 ) 8,25 15,86
Alvorada 21,97 36,07(1) 26,30 ; 42,9001

Hrperfosfato 32,713 3727 3633 51,85

(1) Difere do tratamento sem enxofte ao nfvel de 5% probabilidade (Tukey).
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preseng:a de fosfato Alvorada, junto com a adigdo de enxofre, promoveu significa-
¢ivos ganhos de matéria seca e contetdo de fésforo.

: Recentemente, foi demonstrado em experimentagéio de campo com
pastagens (Lolium perene) que o BIOSUPER foi tdo eficaz quanto o superfosfato,
além de apresentar um efeito residual bem maior que os fosfatos solaveis. Esses
experlmentos demonstraram também que relagbes P-rocha/S entre 3:1 e 6:1 sdo
mais adequadas e que a granulacdo dos componentes deve situar-se entre 0.2 ¢ 2
mm 23, 24) . .

Embora a solublllzag:ao de fosfatos esteja normalmente ligada &
produgao de dcidos, outros mecanismos tamhém podem estar envolvidos. Em
condi¢oes redutoras - solos alagados, por exemplo - o ferro contido em fosfatos
férricos insoltveis pode ser reduzido, liberando ferro e fosfatos soldveis. O aumen-
to da disponibilidade de fésforo em solos alagados pode explicar o fato de que o
arroz cultivado sob munda(}ao requer adigdes menores de fésforo que o arroz de
sequeiro (1).

SOLUBILIZAQAO POR MICRORGANISMOS
o ~ QUIMIORGANOTROFICOS

Para microrganismos quimiorganotréﬁcos, a liberaciio deé CO2 nos
processos respiratérios (com formagao de H2CO3), bem como a produgso de 4cidos
organicos no metabolismo oxidativo parecem ser os mecanismos mais provdveis
paraa solublhzagao

Muitos acxdos orginicos, especialmente o citrico, oxdilico, ldtico e
succinico possuem também poder quelante sobre cdtions fixadores dos &nions
fosféricos (Figura 2).

A producéo desses dcidos é decorréncia de bloqueios em diversos
pontos do ciclo de Krebs (Figura 3).

Bactérias e Fungos

De uma maneira geral, os fungos sfio mais eficientes na solubili-
zacéo de fosfatos morgﬁmcos que as bactérias (16,26), mas estas sdo bastante
numerosas, atingindo 10° a 107 bactérias solubilizadoras por grama de solo (1, 8).
Entre elas, citam-se: Pseudomonas, Bacillus, Mycobacterium, Micrococcus, Fla-
vobacterium, Enterobacter, Achromobacter, Erwinia, Xanthomonas. O actinomi-
ceto Streptomyces também é ativo solubilizador de fosfatos. Entre os fungos
citam-se: Aspergillus, Penicillium, Sclerotium, Fusarium, Rhizoctonia, Phoma,
Pythium (1, 28). Estes microrganismos podem viver em meio de cultura onde
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apenas a apatita ou outra fonte de fésforo insolivel & fornecida, assimilando o
fésforo para o seu metabolismo préprio e liberando o excesso como ion ortofosfato
a11.

Para detectar e isolar bactérias ou fungos solubilizadores de
fosfatos,basta ohservar, em meio de cultura onde apenas o fosfato insolivel tenha
sido fornecido como fonte de fésforo, o aparecimento de zonas claras em volta das
coldnias (25). :

A eficiente agéo solubilizadora de fosfatos naturais por fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium e em particular do Aspergillus niger, foi eviden-
ciada por vérios autores (15, 16, 26) e tem por base sua elevada capacidade em
produzir dcidos oxdlico, 2-cetoglucdnico e outros (6, 14, 15, 16, 20, 21, 26, 29).

Com a finalidade de avaliar a ocorréncia de solubilizadores sob
influéncia direta de culturas; foram realizados isolamentos a partir de sementes,
raizes e rizosfera de muitas culturas, assim como solos livres de raizes. Observou-
se, entio, elevada frequéncia de solubilizadores: 40 a 73% do total de bactérias
isoladas de sementes; 4a 19% da rizosfera; 1 a 29% de raizes e 10 a 11% dos solas
livres de raizes . Os fungos solubilizadores também foram frequentes nos isola-
mentos: 3 a 91% em sementes; 29% na. rizosfera; 2 a 32% nas raizes; e 10% nos
solos livres de raizes (15). Pelos resultados pode-se observar que, em geral, a
rizosfera e 6rgios de plantas abrigam uma maior populagio de solubilizadores do
que os solos livres de vegetacso.

Exsudatos de Oecomposicoo da

raiz \ /motério organica por
; .

Acidos organicos
citrico, oxdlice, lgtico,
Suceinico.

Fosfatos Ca, Fe, Al

A Minerais primdrios
insoluveis. P

Fosfato solivel
e
Metal queiado

Figura 2. A¢io dos icidos orginicos na solubilizagio bioldgica de fosfatos.
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Recentemente, Kucey (16) isolou microrganismos em 70 amostras
; i A ito diferentes quanto a
‘solos cultivados no Canadd, chegando a rgsultados. mui

e ancia de solubilizadores: 0,5% de bactérias solubilizadoras e 0,1% de fungos,

& relagdo s populagdes totais de bactérias e fungos, respectivamente. Por outro

jado, observou-se uma correlacio positiva altamente significativa entre o total de

ﬁ{ng’os solubilizadores e o teor total de P nos solos.

O’ Verificou-se, também, que as bactérias perdem a capacidade solu-

. ‘Silizadora nos sub-cultivos in vitro (transferéncias sucessivas em meios artificiais),

enguanto que os fungos conservam essa caracteristica com maior facilidade (8,16).

; Na Espanha, Ramos ef alii (26) realizaram um levantamento da
ocorréncia de fungos solubilizadores de fosfato bicdlcico em 18 solos, observando
também uma frequéncia elevada de solubilizadores (8 a 40% do total de fungos
isolados).
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Populagées Microbianas

Um estudo sobre as reagbes da populagiio microbiana de diferen-
tes solos & incorporacdo de fosfatos naturais insoliveis foi apresentado por
Tardieux-Roche (31), que ressalta algumas consequéncias da interagdo entre
microrganismos e fosfatos naturais no solo: a incorporagdo de fosfatos naturais no
solo estimula de forma global a microbiota do solo (Figura 4); houve incremento
na mineralizagfio da matéria orgénica e na sintese do hiimus; a imobilizagao do
fésforo pelos microrganismos passa a constituir-seem etapa importante, interme-
didria e necessdria, para que o fosfato insolivel aplicado passe lentamente a forma
solivel, mediante sua mineralizagdo lenta e gradual subsequente; a rizosfera, em
fungfio da excregio de compostos organicos-pelas raizes das culturas, pode repre-
sentar um papel semelhante ao dos agticares utilizados nos meios artificiais como
fonte de carbono e energia. '

POPULAGAO
MICROBIANA
ne prop.vidvers/g solo
—o—o— SOLO A (-P) 5.10% . )
—-——— SOLO A (+P] 45,106
SOLO B (-P) 35.108
________ ()
o= SOLO B (+P) 70. 10
e
% 50+ /
g S
404 ' yd -
e ‘ /’/,
J* 301 vt
O

DIAS DE INCUBAGCAO

Figurd 4. Efeito da incubagio de dais solos coni & sem hiperfosfato de Gafsa na respiracio e populagio
microbiana. Solo A: pH =6,0; 0,49%C orginico e 0,4mg P50/l de-extrato (indice de Morgan); solo
B: pH = 6,9; 0,87% C organico ¢ 1,0mg P,0/1 de extrato (indice de Morgan) (Tardieux - Roche,
31). .
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. Desta forma, nesses microhabitats préximos as raizes, o processo
Je funcionar em taxas compativeis com as necessidades da p!antq, f)correndp
o altaneamente a solubilizagdo direta dos fosfatos }nsolﬁvels, imobiliza¢io/mi-
1m@;_al_vi'zag:fzo dos fosfatos orgénicos e a formagao do humus.

Frdiores que afetam a Solubilizagao Biolégica dos Fosfatos:

o .-Relagdo C/N - Outro fator de relevante importéincia nesse proces-
456 a relagao C/N. Adigdes de glicose e sulfato de aménio num solo podzol_lco
Kermelho-amarelo incubado com apatita de Araxd, de modo a se obter relacdes

S diversas , demonstraram que-altas relagées C/N propiciam’ néo s6 uma
JSubilizacao mais rapida da rocha, mas também a manutengao de niveis elevados
de P solavel por um tempo maior (7). Trabalhos realizados posteriormente (dados
néo publicados) confirmaram essas observagoes para outros soles, conforme pode

ser.observado na figura 5.
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Figua' iracio do hi ' a em fungdo da relagh A3 10:1; 25115 501 e
Fi . Solubilizacio do hiperfosfato de Gafsa em funcdo da relagio C/N (5:1 ,_l() 1; H

1'00:51) e do ﬁpo@ de solo (I = regossolo, 11 = latossolo_yermel_ho-esﬁcqro, 1l = latossolo roxo'e
" {V = terta roxa estruturada). As fontes de carbono (energia) e nitrogénio, foram, respectivamente,

glicose e (NH4J,804.
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_ Matéria Orgénica - A aplicagdo simultdnea de adubos organicos
(estercobovino) e fosfatode rocha, em cultura de trigo plantada apés compostagem
dessa mistura no solo, durante 15 semanas, mostrou que o P assimilado pela
cultura ocorre em nivel superior aquele obtido na incorporagfo separada desses
fatores (82). Nessas condigées, a eficiéncia agrondmica do fosfato de rocha foi
equivalente a do superfosfato, enquanto que, na auséncia de matéria orginica, a
eficiéncia agronomica do fosfato de rocha é muito inferior & do superfosfato.

Cobertura Vegetal e Associagdes Micorrizicas - A rizosfera estimu-
la o crescimento de microrganismos guimiorganotréficos, em particular o da
populagéo solubilizadora de fosfatos, através da excregdio radicular de compostos
orgénicos, utililizados pela populagio microbiana como fontes primdrias de car-
bono e energia. Este assunto encontra-se mais detathado no capitulo 4.

O fator mais marcante e talvez melhor estudado, capaz de incre-
mentar a absorgéo de ions fosfato pelas raizes, é resultante do estabelecimento de
associagbes micorrizicas, particularmente as micorrizas vesiculo-arbusculares,
em muitas culturas de interesse econdmico (ver capitulos 19 e 20). '

' PERSPECTIVAS DE UTILIZAGAO DA SOLUBILIZACAO
BIOLOGICA DE FOSFATOS NATURAIS = -

A exploragio agricola intensiva, visando suprir a demanda ali-
mentar de zonas urbanas industrializadas, induziu a utilizagio macica de adubos
fosfaticos soliveis concentrados, tais como, os superfosfatos. Como consequéncia,
subestimou-se e relegou-se por longo tempo a possibilidade prética do uso da a¢do
biolégica como fator principal ou coadjuvante de incremento do fésforo disponivel
asculturas, via mineralizacdode compostosorginicos fosfaticos e via solubilizagdo
biolégica de fosfatos inorganicos insolGveis.

Nessa situagio, os fosfatos naturais poderiam ser empregados
diretamente no campo, desde que aliados a fatores biolégicos para estimular sua
solubilizagio na medida das necessidades da planta.
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MICORRIZAS

~ Adriana P.D. Silveira™®”

INTRODUCAO ]
* A micorriza é uma associagdo mutualistica, na qual as rafzes das
plantas vasculares sfo invadidas por fungos especificos, ocorrendo uma perfeita
integragdo morfolégica e funcional entre os simbiontes. Trata-se de uma simbicse
praticamente universal, ndo sé pelo grande nimero de plantas suscetiveis 4
micorrizagdo, como também por sua ocorréncia generalizada na maioria dos
habitats naturais (6).

Os fungos formadores de micorriza sdo habitantes comuns dosolo
e, colonizando as raizes, estabelecem uma série de intér-relagGes biotréficas: a
planta fornece substrato energético ao fungo, e este, através da rede de hifas
externas, capta nutrientes da solugdo do solo e os transfere a planta hospedeira.
Taisassociagbes sdo tdo freqiientes, que plantas ndo micorrizadasconstituem uma
excegdo na natureza, o que implica dizer que as plantas néo possuem raizes, mas
sim micorrizas (30). Portanto, esta simbiose desempenha um papel importante na
evolugéo e sobrevivéncia das plantas e contribui, de forma efetiva, para a produgéo
vegetal. ‘

Comn base nas caracteristicas morfolégicas e anatdmicas, diferen-
tes tipos de micorrizas podem ser agrupados em trés grandes grupos: ectomicor-
riza, endomicorriza e ectendomicorriza (Quadro 1).

Nas ectomicorrizas, a raiz do hospedeiro é recoberta externamente
por um manto espesso de hifas, e a penetracio do micélio interno no cértex da raiz
é sempre intercelular, formando a chamada rede de Hartig (Capitulo 21).

M gecs0 de Microbiologia do Solo, Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Caixa Postal 28, CEP
13.001, Campinas, S.P.
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RS As endomicorrizas caracterizam-se pela auséncia do manto de
“hifas ao redor das raizes, mas com penetra¢do inter e intracelular do micélio
interno nas células do cértex. Sdo representadas por trés tipos distintos:

a) Ericédide - micorriza formada por espécies dos géneros: Callu-
na, Rododendron, Erica e Vaccinium da familia Ericaceae. As células corticais e
epidérmicas das raizes muito finas séo invadidas quase que totalmente pela hifa
fingica formando pelotdes. Até o momento, o inico endéfito reconhecido como
formador de micorriza ericéide. é o ascomiceto Pezizella ericae, apesar de haver
evidéncias de que outros fungos também o fagam (25).

b) Orquidéide - considerada como uma das mais complexas
interagdes simbiéticas, onde o balango dinadmico entre os simbiontes permite que
o fungo invada progressivamente o tecido da planta, enquanto esta faz uso dos
metabélitos fangicos, de forma parcial ou total. Uma quebra nesse balanco

Quadra 1. Principais caracteristicas dos diferentes. tipos de micorriza

Endomicorrizas
Ectomi- . Ectendo- Arbu-  Monotro-
comiza  Vesiculo . .. Orqui- micorriza  tdide poide
ST arbuseutar A0S gaige : -

_Hifa intercelular - .., + _' + .+ o+ + + ,
Hifa infracelular - C = B + - + iy + +
Presenga de manto _ _ .

- fngico .. t - out  + +
Rede de Hartig + — — — + + +
Formagio de pelotSes - + + + + + —
Presenga de arbisculos - — + — — — — _
Presenca de vesfculas ~  — +(—) _ - — - _
A}teraqit_p na morfolo- + - . _ + + +
gia da raiz
Fungo septado + — + + + + +
Fungo nio septado +) + - - — _ _
Taxon do fungo Basidio Zygo Asco Basidio  Basidio Basidio Basidio

Asco (Basidio) Asco?
Zygo
Hospedeiro Gymno Bryo Ericales Orchida- Gymno Ericales Monotro-
Angio Pterido ceae Angio paceae
Gymno
Angio
+:presente, —:ausente.
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.carreta a eliminagio da micorriza ou a mudanga da relagéo para parasitismo. A
P antula de orquidea é totalmente dependente do fungo micorrizico, que, invadin-
Hb. o cértex da raiz, intracelularmente, fornece carboidratos e minerais & planta

(78). Os fungos envolvidos sdo principalmente do género Rhizoctonia e basidiomi-
cetos, tais como Armillaria, Marasmius e Fomes. -

- ¢) Vesiculo-arbuscular (VA) - de ocorréncia praticamente uni-
versal nas mais variadas ordens e familias de plantas superiores e inferiores, de
forma generalizada no ambiente terrestre (30). Nesta, a penetragio do fungo
ocorreintra e intercelularmente nocértexda raiz, havendo formagéo deestruturas

-tipicas: vesiculas e arb@isculos (Figura 1. o _ :

CILINDRO CENTRAL ARaUscuLos

VESICULAS

Figura 1. Aspecto geral de uma micorriza vesiculo-ar ar (Nicol m (51))-

i A‘ectendomicorriza é uma forma de transigdo entre a ecto e a
endomicorriza. As raizes da planta hospedeira sio recobertas externamente pelo
manto de hifas, que pode ser reduzido ou mesmo ausente, a rede de Hartig é bem
desenvolvida e a penetracdo do micélio & intra e intercelular. A micorriza Mono-
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g;;;zg(z’:e é)ossuib utr.n mzlmt,o fingico bem desenvolvidoe ocorre em membros acloro-
a sub-familia Monotropoideae da familia Erica

dos d 1 ceae, envol

S:fégrllon:cetos dg ggne}z{ro Boletus. Jd a micorriza Arbuzside possu’i mant: e}tx‘;‘:
4 € uma rede de Hartig bem desenvolvida, sendo int,
lular forma intensa infeecs e o o7 oo o re
¢do na forma de pelotdes. Ocorre em esnéci i

- ; ] 3 pécies da f;
fyrolaceae e ‘Enc‘?cea_e, tendo como microssimbionte, fungos que, em am:lalf
ormam ectomicorrizas como Amanita, Cortinaris e Boletus (25 35), sereh

o . ’ °

:ﬁli::;o l-ado, também h4 plantas que podem apresentar mais de uma forma de
. IT1za, como o Eucalyptus spp, Populus spp, carvalho e outras drvores que
ormam, a0 mesmo tempo, ecto e endomicorriza. B

_ENDOMICO_RRIZA VESfCULO_-ARBUSCULAR

L A micorriza vesiculo-arbuscilar (MVA) € a mais comum :'éntre as
micorrizas, ocorrgndo, prmc1palm¢nte, nas culturas de.importancia econfmica

eficiente em solos de baixa fertilidade. a exe, Ume:
iente > baixa fertilidade, mplo dos solos tropicais: o
g?c;é:::laa da adubagso f(‘(i)sfatlca, permitindo o uso de fosfatos'd: balxsé :;?ggg;
> € atua como agente de controle biolégico de deencas e ragas. pesar diss .
goss1brl'|dade _de.sua utilizaggo mais imediata se i‘ést::gel;- recu;.xgagéo d?:i;a:
gg::adadas ou inoculagdo comercial de culturas que paséém por uma fase em
:z‘:il:so Is?o 1cornla) pelolfato de que a produgdo de inoculantes dos fungos micor-
vesiculo-arbuscu i i i n#o si i om
meig i ares é &lpda deﬁqlente, pois estes nao sdo cultlvéve_is em

A adequacfio das préticas agricolas buscan..' ‘ ‘maneio d
) 108 A do um ji
:sso«:ggé.(s)o gue Ihe implcle expressar todo seu potencial, & objetivlcral &;:_:; g:
re a e ? - - .
paszsqm axsaa 'cu[turaM_ VA, o0 que, sem davida, reverters em beneficios significativos

MORFOLOGIA E FORMACAO DA MVA

MVA resulta da colonizagio de rafzes fi
do solo pertencentes 4 familia Endognnag;ae. A penetrt;;: Z(S) lf)‘llxanngt::em
ao cortex da raiz ndo atingindo a endoderme. As rafzes micorrizadas nio sfio
dl_stmguidas das ndo micorrizadas pela simples observagsio macroscépicé, porque
nao ocorre alteragdo morfolégica da raiz, embora em algumas plantas (por exrgm-
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plo, cebola e milho), a raiz possa apresentar uma cor amarelada nas regides
fortemente infectadas. E formada; basicamente, por trés componentes: as raizes
hospedeiras, as hifas do fungo no interior das raizes e as hifas externas que se
desenvolvem para além da rizosfera. O processo de formacio da MVA (Figura 2)
pode ser dividido em cinco fases (7). :

ATIVACAO DOS PROPAGULOS DO FUNGO

Existem no solo trés tipos de propdgulos que, apesar de diferirem
quanto & capacidade de sobrevivéncia e potencial infectivo, $40 formas de inéculo -
capazes de originar a simbiose. . .. .7 . ‘

Esporos de resisténcia - podem persistir no solo por periodos
longos, germinando quando as condigdes se mostram favordveis. Estes esporos
passam por um periodo de repouso, que pode durar vérias semanas em solo imido,
mas que é abreviado em solo seco. Fatores desconhecidas do solo estimulam a
germinagéio de esporos, enquanto que outros, como manganés (37), aluminio (69),
ion cloreto e sédio (38), poedem desempenhar um papel fungistatico. O pH e a
temperatura sdo também importantes, sendoque asespécies, em geral, germinam
melhor em condigbes semelhantes aquelas de onde foram isoladas (62).

Fragmentos de raiz micorrizada - hd evidéncias de que a
infecgéo por pedagos de raiz obtidos de plantas micorrizadas é mais rdpida do que
por esporos (56); A viabilidade deste tipo de inéculo depende da idade e da
capacidade metahélica do fragmento de raiz, bem como da presenga de vesiculas
intra-radiculares:.

. Hifas do fungo - o solo pode conter uma quantidade aprecidvel
de micélio que, possuindo capacidade infectiva, é também capaz de colonizar a
raiz. Apesar de possuirem um limitado crescimento no solo, independente da raiz,
sua sobrevivéncia é mantida em presenca da matéria orgdnica do solo, que atua
como substrato na auséncia do hospedeiro (48). :

'CRESCIMENTO DO FUNGO ATE A RAIZ

E ACAO DA RIZOSFERA

Apesar de ainda haver davidas a respeito do efeito da rizosfera no
direcionamento inicial da hifa, ji é reconhecido o seu papel em estimular o
crescimento do fungo, quandoencontra a raiz de um hospedeiro (56). A causa desse
estimulo rizosférico deve-se, provavelmente, acs exsudatos radiculares, que agi-
riam diretamente sobre o micélio do fungo ou alterariam a permeabilidade da
membrana das células radiculares, facilitando a penetragéo da hifa. Além disso,
é possivel que microrganismos habitantes da rizosfera tamhém afetem o desen-
volvimento do fungo.
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propagacda do fungo (11). Estas vesiculas internas séo produzidas por todos os
fungos formadores de MVA, com excegéio dos géneros Gigaspora e Scutellospora.

DESENVOLVIMENTO DO MICELIO EXTERNO

Simultaneamente & propagacao intra-radical do fungo, as hifas de
penetragdo se ramificam exteriormente. O micélio externo desempenha um im-
portante papel no sistema micorrizico, porque constitui umaestrutura deabsorgio
adicional da raiz, capacitando a planta para obter nutrientes, que, de outra forma,
ndo lhe seriam acessfveis.

;- - /0 desenvolvimento-ea prepagacdo da hifa.externa depende, prin-
c1palmente, do tipo de solo, do hospedeiro.e do fungo O micélio externo liga-se ao
micélio intra-radical; pédendo haver correlagio entre a sua quantidade e a taxa
de colonizagdo da raiz (72).

No micélio externo podem ser formadas células auxiliares isoladas
ou agrupadas, cuja fungio ainda néo se conhece, e grandes esporos de resisténcia
de parede espessa. Estes esporos podem sobreviver no solo por meses, e talvez até
por anos (48), e sua germinagio reinicia um:novo ciclo da simbiose.

OCORRENCIA E DISTRIBUIGCAO

) A maioria das plantas, desde as Bri6fitas e Pteridéfitas até as
Gimnospermas e Angiospermas forma MVA, a qual ocorre em praticamente todas
as familias de plantas, com exceg¢io daquelas exclusivamente ectomicorrizicas,
Pinaceae ‘e Cupuliferae,ou das que possuem associagbes especificas como as
Ericales e Orquidaceae. Também nio formam MVA as familias Commelinaceae,
Cyperaceae e Juncaceae das monocotileddneas, e vdrias familias das dicotileds-
neas como, Brassicaceae, Fumariaceae e Urticaceae. Por outro lado, é encontrada

na maior parte das espécies importantes para a agricultura, principalmente as
que ocorrem nas famf{lias Solanaceae, Gramineae e Leguminoseae.

No Brasil, j4 hd um niimero considerével de relatos de ocorréncia
€ efelto da MVA em diversas culturas, como café (5, 14, 19, 40, 67), citros amn,
sorgo (47), milho (28), feijao (69, 64, 65), soja (15, 16, 53, 68), videira (27),
seringueira (12, 41), plantas ornamentais (33, 66, 76), forrageiras tropicais (42,
55), cana-de-agiicar (3, 4), cacau (26) e outras. Essa associag¢do é encontrada em
todo ambiente terrestre, desde as regides polares até os trépicos. Apesar disso,
observa-se que endéfitos que predominam em determinada drea podem ndo estar
presentes em outras. Inameros séo ositrabalhos de levantamento, que vém sendo
realizados e muitas partes'de mundo:(48)..Tais - observagdes também. j4 foram
realizadas-em diferentes ecossistemas 5brasﬂe1tos, como floresta tropical (29, 71),
cerrado (13) e dunas evestinga (75).
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T ~ O FUNGO MICORRIZICO

Os fungos formadores de MVA pertencem a classe dos Zygomyce-

X tes ordem Endogonalese famxha Endogonaceae. O género tipo da familia, Endo-
“gone, contém espécies que formam ectomicorrizas ou sdo sapréfitas, e, portanto,

nio estd incluido entre os formadores de MVA, os quais pertencem aos géneros:
Glomus, Sclerocystis, Acaulospora, Entrophospora, Scutellospora e Gigaspora,
identificados pelas caractel 1st1cas e modo de fonnagao dos esporos. (Quadro 2,
Figura 3).

Quadro 2. Principais dnferenqas enme ‘0s géneros de fungos formadores de MVA .

Caracteristicas - Glomus ‘3;5:;7 “;,‘Z‘:l’o‘ pi’;;’;z - C;:!oﬂrl;- Sc;gglos-
Produz clamidosporo + + — _ — _
Produz azigosporo - — + + + +
Esporos ectocdrpicos + — + + + +
Esporos em eSporocarpo : . + + — _ — _
Hifa de sustentagio persistente + — _ _ + +
Presenga de bulbo = — — — + +
Formagdo de sfculo esporffero - - + S+ _ _

+ +

Produgio de células auxiliares - — - -

+ :presente, —:ausente.

Glomus Tul. & Tul. forma clamidosporos ectocdrpicos isolados ou
em esporocarpos, em hifa de sustentagao reta ou afunilada, a qual permanece
ligada ao esporo na maturidade.

Sclerocystis Berk. & Br. produz clamidosporos dispostos lado a
lado numa sé camada quese irradia de um plexo hifélicocentral, em esporocarpo.

Acaulospora Gerd. & Trap. forma azigosporos ectocdrpicos; produ-
zidos lateralmente sobre o pediinculo de uma grande vesicula terminal, chamada
de sdculo esporifero (77), a qual se separa do esporo maduro.

Entroéhospbra Ames & Schn. forma azigosporos ectocdrpicos, que
séo produzidos no.interior do.século esporifero, o qual se ésvazia para formar o
esporo logo abaixo, na mesiiahifa de sustentacgo.

Gigaspora Gerd. & Trap. distingue-se por produz1r azigosporos
ectocirpicos, que se formam terminal ou lateralmente sobre uma hifa, a qual se
dilata em uma célula bulbosa suspensora (bulbo). Os esporos sdo de estrutura
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relativamente simples e possuem um tnico grupo de paredes, através do qual o
tubo germinativo emerge.

_ Seutellospora Walker & Sanders também forma azigospo ‘
. cérpicossobre uma célula bulbosa suspensora. Os esporos possuem uma eﬁr::uiﬁt:a-

, GLOMuS SCLEROCYSTIS

‘SCUTELLOSPORA

escbd_o de
germinacdo
célula
suspensora
{bulbo)
ENTROPHOSPORA ACAULOSPORA
sdculo
esporifere sdculo
esporifero
azigosporo\

azigosporo

Figura 3. Esquema dos esporos dos géneros.de fungos micorrizicos vesiculo-arbusculares (60).
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de parede complexa, e.o tubo germinativo emerge de.uma estrutura denominada
escudo de germinagdo.

O fato de esses fungos nao serem ainda cultivados in vitro torna
dificil sua identificagdo e classificagéo, acarretando dividas sobre a verdadeira

_posigao sistemdtica de alguns. A classificacdo a nivel de espécie é baseada em

caracteristicas como: auséncia ou presenga de esporocarpo, tamanho e forma do
esporo, cor e aparéncia.em dgua sob microseépio de dissecagao, forma e compri-
mento da hifa de sustentagéo, natureza da ornamentagso da parede, estrutura e
espessura da parede e outros (77). Para a identificacdo desses fungos existem

..chaves a nivel de espécie, tais como de Trappe (74), Hall (34), Schenck e Pérez

(60).

EFEITO DA MICORRIZA VESICULO-ARBUSCULAR

Os efeitos benéficos da MVA tém sido repetidamente demonstra-
dos nas mais variadas condigbes e espécies vegetais. Paralelamente, tem-se
desviado grande atengio para os processos fisiolégicos envolvidos, na tentativa de
esclarecer os mecanismaos responsdveis pelos efeitos da simbiose sobre o cresci-

~mento e nutrigio da planta.

EFEITO NO CRESCIMENTO DA PLANTA

A micorriza, na maioria dos casos, estimula o crescimento vegetal,
como uma conseqiiéncia de seu efeito sobre a nutrigido mineral da planta, princi-
palmente no aumento da absor¢gio de fosforo. A simbiose - ndo sé6 aumenta a
biomassa vegetal, como também influencia a proporgio na-qual esta se distribui
entre a parte aérea e a raiz. O estimulo da captac¢so de nutrientes e posterior
translocagdo destes & parte aérea causa, relativamernte, menor transferéncia de
fotossintatos 4 raiz e maior retenc¢do deles na parte aérea, sendo utilizado na
produgdo de matéria verde. Como conseqiiéncia, a relagido peso da matéria seca
da parte aérea/peso da matéria seca da raiz é, em geral, mais elevada em plantas
micorrizadas. ' ' : '

Em algumas condigdes, entretanto, observam-se efeitos negativos
da micorriza. Nesse caso pode ocorrer depress&o no crescimento da planta, pois o
fungo passa a se comportar como parasita, provavelmente em consequéncia de: -
competi¢do entre planta e fungo por fotossintatos nos estdgios iniciais da infecgao;
- condigbes sub-6timas para fotossintese quanto i intensidade e qualidade lumi-
nosa, temperatura, etc.; - concentragoes supra-gtimas de fésforo nos tecidos
vegetais; - grande disponibilidade de fésforo no substrato (70).
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EFEITO SOBRE A ABSORCAO DE NUTRIENTES

Absorc¢io de fésforo

. O fésforo &, indubitavelmente, o mais importante nutriente envol-
vido na resposta de crescimento das plantas micorrizadas (58, 72 Trabalhos
err.xpregando o radioisétopo 2P demonstraram que, assim como as rafzes, as
micorrizas também usam fésforo da fraggio soltvel (disponivel) do solo. O proce;sso
dé transporte de fosfato da solugdo do solo a planta, mediado pela MVA, divide-se
em trés fases, conforme representado na Figura 4. ’

PLASMALEMA
HIFA EXTERNA

PLASMALEMA

by PLASMALEMA
DO ARBUSCULO 3 DA

CELULA DO HOSPEDEIRO

o (1) TRANSLOCACAD
Pi (solo} LY f (2) . . INTERFACE 3
‘ PELA HIFA > Pi - 3, g {hospedeiro}
ATvo PASSIVO ATIVO
1
|
) C?)Z aoFl 3:2;05 ts INTERFACE ita). CARBOIDRATOS
’ RGP . . _:_, /DO HOSPEDEIRO
1
ATIVO : PASSIVO

Figuiz' 4. Mecanismo proposto para o transporte -de fosfato (P) e carboidra
¢do doPidosolo por um sistema de transporte afivo, na plasmalema da hl:': :;ntelll’l';a' gy%ﬂ(nls)bc;p?.
de _Pl_ pela hifa Ppor um sistema de transporte passivo até a pl | do arbiscul "’(3) Tmnsferéng(;:
g: Pi para oAhospeseiro, ‘agavés de um sistema de transporte ativo; (4) Sistema dé,mnsyorte passivo
d - carb no hosp até a pl i da célula; (5) Transferéncia de carboidrato do hospe:
€0 para o fungo, através de um sistema de transporte ativo (Woolhouse ( 79))

FASE 1 - Captagdo do fosfato pelo micélio externo: a velocidade de
captago do fon é fungéo da velocidade com que este chega a superficie da raiz, o
que depende, por sua vez, da mobilidade e concentragdo na solugdo do solo I;Io
caso dos fons fosfatos, sua concentragio nasolucioeddficaéde 106 Mesua dif\;sé.o
é tm{ito lenta, além do fato de sofrerem, freqlientemente, o processo de fixagdo ou
precipitagéio com célcio, ferro ou aluminio (10). Uma:vez alcangada a rizosfera; as
ra;;es absorvem o fosfato a uma velocidade superior-d:sua liberagdo paraa solu;:éo
dc_J selo, formando uma zona de deplegio de fosforo(1 - 2 mm) ao redor da raiz. As
hifas do fungo micertizico sdo capazes de crescer e se ramificar para além da z;ma
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de deple¢do, chegando a alcangar 8 cm de distancia da superficie da raiz (58).
Portanto, a MVA atua por um mecanismo fisico, proporcionando & raiz um
aumento no niimero de sitios de absorgio de fésforo,ao0 mesmo tempo que explora

~-um ‘maior volume de solo (72). Além disso, outros mecanismos podem estar

envolvidos, como demonstram os estudos de cinética de absorgdo de fosforo (22,
63). Raizes micorrizadas possuem um sistema de absor¢do mais eficiente que
rafzes nfo micorrizadas, caracterizado por alta Vmax e baixo Km, principalmente
em plantas crescendo com baixa concentragio de fésforo disponivel. Acrescente-se
ainda o fato de que uma raiz, quando associada ao fungo micorrizico, mantém-se
funcional durante mais tempo (36).

FASE 2 - Translocag¢io do fosfato: este processo ocorre através das
estruturas intra-radicais do fungo, na forma de granulos de polifosfato, impulsio-
nados por correntes citoplasmaticas nas hifas até os arbisculos, ocorrendo tam-
bém fluxo de massa (21).

Na formacéo dos granulos de polifosfato parece haver atuagéo de
polifosfatoquinases especificas nas hifas externas, enquanto que na degradagio
de tais granulos atuam fosfatases alcalinas especificas da MVA (81). Estas se
concentram nos vactiolos, principalmente dos arbiisculos, com um méximo de
atividade na fase em que a formagéo deles também é méxima. Na micorriza, essas
enzimas atuam por um mecanismo de auto-regulacdo, sendo inibidas com o
aumento na concentragio de fosfato.

FASE 3 - Transferéncia de fosfato: o principal sitio de transferén-
cia de fosfato do fungo as células do cdrtex é o arbisculo. E um mecanismo ativo
realizado através da plasmalema (44), que foi verificado pela presenga de ativida-
de de ATP-ase em células com arbiisculo. A degeneragéo do arbiisculo também
libera seu contetido no interior da célula, mas este mecanismo contribui pouco.
Nas micorrizas que ndo formam arbisculos, a transferéncia ocorre através das
hifas intercelulares.

Absorcgao de outros nutrientes

Para os nutrientes de maior mobilidade no solo, como nitrato e
sulfato, a contribuicio extra das hifas do fungo micorrizico para sua absor¢éo é
muito limitada. A maior participacdo da simbiose esta na absorgio de fons que se
difundem lentamente no solo.

Plantas micorrizadas, no geral, apresentam maior absorgio de
nutrientes, em especial Zn, Cu, Ca e S, podendo, no entanto, serem encontrados
resultados conflitantes (Quadro 3). Observa-se,ainda, que pode ocorrer troca de
nutrientes entré plantas crescéndo em proximidade, mediada por hifas.do fungo,
ligadas a mais de um hospedeiro ao mesmo tempo (50}, o que é importante em
consorciagio de culturas: No caso do nitrogénio, foi demonstrado que pode haver
absorgao e translocagio do NHy " pelas hifas do fungo (2).
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Quﬂ:ﬁﬁupm:;{lgdos mostrando o efeito da MVA'ma ¢ tracio de el tos na matéria seca

Plantas N P K Ca Mg S Fe Cu Mn Zn B Al Na

Magi R 2 + - e ...

Mitho I — e m e eee e el =

Morango e

Péssego e .

Soja + + 0 + 0 0o+ o+ . .. .

Soja + + 0 + 0 0o - 0 ...

Videira + + - it . - -~ - -
" Citros + - - - - 0 — 0 0 — —
. Vdrias hospedeiras P T PO 4 + +

Citros F T § e el el )

Soja - - = o o0 =

Alfafa + + — - . . #

Alfafa .+ 0 - — L.+t 0 o+

Citros’ . . + + - - ... = 0 + .

Caupi — 0 -0 B ) 0 0

Soja ) + + — 0 -0 + 6 - + + '+ 0

) +3 Aumento da concentragio. em planta micofrizada; ~: Diminuigio da concentragio em planta
mwomzad_a; 0: Concentragdo equivalente em planta micorrizada e nio micorrizada; . ...: Dados
desconhecidos. (Extrafdo de diversos trabalhos, citados em Cardoso (16)).

_ Diminuigéo no teor de manganés e aluniinioem planta micorriza-
-da sugere que, talvez, a simbiose deseinpenhe algum papel de protecio direta da
plarita a toxicidade desses elementos efou estejaenvolvida nocardter de tolerdncia
da planta a eles (15, 42). :

EFEITO NA RELACAO AGUA-PLANTA

Sob condigbes de baixa umidade e baixa concentragio de fésforo,
as plantas micorrizadas sio mais tolerantes ao estresse de 4gua. As plantas em
simbiose recuperam-se mais rapidamente do murchamento e usam a dgua absor-
vida mais eficientemente. Parece que os mecanismos envolvidos na maior toleran-
cia das plantas micorrizadas & seca dizem respeito a alteragées no nivel
nutricional e hormonal do hospedeiro.

EFEITOS ANATOMICOS E FISIOLOGICOS

Apesar de a MVA néo causar alteragfio na morfologia da raiz,
podem ocorrer modificages anatémicas e histoquimicas, tais como: aumento no
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lignificacao do xilema e células corticais; aumento na quantidade de gréos de
amido, na célula, na espessura das folhas e no ntimero de células do meséfilo e
ﬁlastidios. .

ot Além disso, a colonizagdo das plantas por fungos micorrizicos
ainda resulta.emn modificagdes fisiolégicas causadas pela produgéo de hormonios,
como Acido abscisice, giberelinas e citoguininas, cu jas atividades tém sido maiores
em plantas micorrizadas (1). J4 foram observados, nessas associagdes, incremen-
tos no teor, ou até mesmo o aparecimento de virios 4cidos graxos, lipidios e
fitosterdis, além de composicio diferencial de aminodcidos (49).

EFEITO NA FIXACAO BIOLOGICA DE N2

Fungos micorrizicos aumentam a absor¢io de nutrientes pelas
plantas e, portanto, favorecem a fixacdo do Na, cujo processo exige elevada
quantidade de fésforo e molibdénio, principalmente. Leguminosas com dupla
simbiose (Rhizobium e MVA) mostram maior nodulagio, atividade da nitrogenase,
concentragao de leg-hemoglobina e teor de nitrogénio (9, 18, 64, 65).

EFEITO SOBRE FITOPATOGENOS

A A interagdo entre a MVA e fungos fitopatogénicos do solo tem.
revelado que plantas micorrizadas, em geral, apresentam menores danos queas
nao micorrizadas, como resultado da diminuigao na incidéncia da doenga ou pela
inibigao do desenvolvimento do patégeno. Entretanto, alguns relatos tém mostra-
do um aumento naseveridade da doenga em plantas colonizadas por fungos
micorrizicos (80), indicando que plantas micotrizadas, apesar de mais desenvol-
vidas e nutridas, podein ser mais suscetiveis a certos patégenos (23, 45).

No caso das interagbes. positivas envolvendo tais fungos e nema-
téides, pode ocorrer decréscimo na taxa de penetracio e no desenvolvimento e
reproducdo do nematéide na raiz e nos danos causados 4 planta.

. Os mecanismos de agao envolvidos no aumento de tolerdncia da
planta micorrizada a patdgenos parecem estar relacionados: a alteragéo na qua-
lidade e quantidade de nutrientes-na rizosfera; a produgao de aminodcidos e
agaieares redutores; as alteragbes na fisiologia das rafzes e aumento de espessura
daparede de células corticais; & competico fisica por espago na raiz;-ao estimulo
da populago rizosférica antagdnica; a4 maior lignificacdo das raizes, e & maior
absorcéo de nutrientes pela micorriza, principalmente fésfors, o que Ihe confere
maior vigor e crescimento (80, 81). ' : e :
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O efeito protetor da micorriza contra fitopatégenos do solo ocorre
quando ambos os microrganismos estdo simultaneamente preséntes na rizosfera
ou na raiz da planta, sendo que a pré-colonizagfio da raiz pelo fungo micorrizico
garante uma protecio mais eficiente. ’

Com relagfio a doengas causadas por bactérias, virus e fungos de
parte aérea, a presenca da micorriza aumenta a severidade da doenga e a taxa de
reproducio do patigeno, provavelmente, devido ao nielhor estado nutricional da
planta eni simbiose. -

EFEITO NA ESTRUTURA DO SOLO

As hifas externas dos fungos em simbiose pafticipam ha agregacio
-de particulas do solo, principalmente grios de areia, como foi observado em dunas.
Além disso, agem na estabilizagfio dos agregados, ocorrendo deposigao de material
amorfo entre as particulas de areia e as hifas (73).

FATORES QUE AFETAM A FORMACAO
E FUNGCAO DA MVA

A presenga de uma planta suscetivel e a éxisténcia de propagulos
do fungo no solo séo as condigdes bdsicas para ocorrer a micorrizagio. Entretanto,
a infectividade do fungo micorrizico e a eficiéncia da simbiose estabelecida sio
afetadas por védrios fatores. ‘

FATORES QUIMICOS DO SOLO

Os nutrientes do solo, especialmente nitrogénio e fésforo, influem
na MVA, afetando, principalmente, o estabelecimento da simbiose.

Maior taxa de colonizagao radicular e efeito micotréfico ocorrem
em solos com baixa disponibilidade de fosforo (Figura 5), dimintindo com o
aumento do fésforo disponivel (17, 65). O mecanismo pelo qual altos niveis de
fésfore podem inibir a penetragdo e colonizagio das rafzes pelos fungos micorrizi-
cos ainda néo estd esclarecido. Algumas hipéteses tém sido propostas para
explicar-esse efeito : a) fosfatases acumuladas nas raizes, em cendigses deibaixo
nivel'de fésforo, formariam dimeros com lectinas, as quais estariam-blogqueando
a penetracdo.do fungo (79);-h) baixo suprimento de fésforo reduziria a sintese de

fosfolipidios, tornando as eélulas mais perinedveis, havendo maior exsudagio-de .

amino4cidos e agiicares na rizosfera, o que estimularia a colonizagio da raiz(32,
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57); ¢) maior disponibilidade de fésforo no solo aumenta a concentragdo de
agicares nas células corticais, o que desfavoreceria a penetragdo do fungo e
colonizagao (32). ; ’
o Altos niveis de nitrogénio podem afetar negativamente o estabe-
1ecimerito da micorriza, sendo que a forma amoniacal é mais inibitéria do que a
nitrica. Lo
'O pH do solo afeta a associagao micorrizica, seja por seus efeitos
diretos sobre a permeabilidade das membranas do fungo e da planta, seja pelos
efeitos indiretos na disponibilidade dos nutrientes. Fungos micorrizicos tém sido
encontrados em:solos com pH variando de 2,7 a 9,2, ocorrendo, entretanto,
diferengas entre as espécies e isolados de fungos quanto & capacidade de germinar
e-colonizar o hospedeiro em fungdo do pH do solo (42, 69). Em solos 4cidos, o
aluminio téxico parece ser o principal fator fungistéatico sobre a associagdo. Devido
a isso, o efeito da calagem do solo sobre a MVA &, em geral, positivo:

- " A salinidade do solo também influi na simbiose, sendo que sédio e
cloro podem reduzir a germinagéio de esporos.
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Figura 5. Efeito da aplicacdo de fésforo na taxa de colonizagio radicular, teores de fosforo na parte
aérea de plantas com e sem Gigaspora margarita (GMRG) e fosforo disponivel no solo (Sigueira &

Colozzi-Fitho (67)).
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FATORES FiSICOS

A umidade, temperatura, luminosidade e aeragfo afetam direta-
mente o fungo micorrizico ou indiretamente a associagdo, pela interferéncia no
desenvolvimento do hospedeiro. Apesar de relatos de ocorréncia de MVA em
ambientes aqudticos e em zona drida, a umidade do solo interfere na germinacéo
de esporos, na colonizagéo de raizes e esporu lagdo dos fungos, havendo um efegito
mais negativo em condigbes de excesso de umidade. A-aeragdo do solo afeta a
simbiose desde a germinagao do €sporo, uma vez que os fungos sdo aersbi té
o estabelecimento e efeito da associagao. . e

‘ O efeito da temperatura depende da espécie d ' i
-nagao fungo-hospedeiro, alterando a germir?agéo de espgros, a 2ofll:)1r11§:a2ai)ad?$li];
formacdo de arbisculos e vesiculas, a eficiéncid da simbiose e a esporulacsg dc;
fungo (61?. Existe acentuado efeito da interacao dos fatores luz e tempefatu'fa
sgbre a 1p1_cor1‘iza, uma-vez que podem afetar o vigor do hospedeiro e, portanto, a
disponibilidade de carboidratos para o fungo, alterando o equilibrio (ia simbios’e

FATORES BIOLOGICOS

) Diferentes tipos de interacdo podem ocorrer entre fungos micorri-
zicos e ou‘tp'as populagdes microbianas da rizosfera. J4 foram observadas intera-
¢oes positivas, de cardter sinérgico, tais como; .bactérias favorecendo o
estabelecimento da micoiriza devido a producio de enzimas pectoliticas; aumento
na resposta da micorriza decorrente da inoculagé'c')"'%éonjuht:'af de fux;go MVA,
microrganismo solybilizador de fosfato e bactérias fixadoras de nitrogénio devidc;
a pr({du.géo de horménios ou fatores de crescimento (6, 43); e maior et';ciéﬁcia
simbiética pela dupla inoculagio de fungo micorrizico e micrc;rganismos solubili
zadores de fosfato em solo adubado com fosfato de rocha. (54). . 7 o

) . .Exe._mplo de interagdo negativaéo }iip_erparasitismo de esporos de
fungo micorrizico por 'Ol;ltl'OS _fungos, como Rhizidiomycopsis e Humicola que
poc'iem,.sob certas condig¢des, diminuir a populagéo de fungos micorrizicos no,solo
Além disso, patégenos de raiz podein reduzir a colonizagdo por fungo micorrizicc;

devido & competigdo, entre ambos i
: X , PO €spaco e nutrientes a o3:1
fitoalexinas (39). P o1 & produgdo de

] Presenca de nematéides micdfagos podem reduzir o micélio e o
nimero de’esporos. Entretanto, a presenga de pequenos mamiferos, minhoeas;
Insetos e passaros favorece a dispersdo dos fungos micorrizicos. ’

AGROTOXICOS

) A. maioria dos pesticidas agé inibindo o estabelecimento da MVA
(46). A fumigagdo do solo reduz o ntmero de esporos e inibe a infecgdo. Os
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fumigantes mais toxicos para a MVA sdo cloropicrina, formaldeido, milone,
brometo de metila, vapam e vorlex. Por outro lado, alguns nematicidas podem
aumentar a incidéncia da associa¢do. Os fungicidas sistémicos inibem a MVA,
agindo nfo apenas nas estruturas externas do fungo, mas podendo também
elimind-lo dentro dos tecidos colonizados. J4 os fungicidas ndo sistémicos podem
ser menos prejudiciais, se usados em doses normais. Os herbicidas possuem efeito
variavel, e muitos deles parecem nao afeta-la. H4 relatos de que alguns inseticidas
inibem a micorrizagao (52).

MANEJO DO SOLO E CULTURA

O manejo das culturas, a rota¢do e o emprego de plantas hospe-
deiras e ndo hospedeiras podem afetar a densidade de propdgulos do fungo, bem
como a capacidade infectiva do solo. O émprego de fertilizantes quimicos e
organicos afeta a papulag¢io de fungos micorrizicos no solo, engquanto que rotagdes
de cultura podem alterar a quantidade e qualidade de esporos, em fungio das
preferéncias existentes entre os simbiontes. -

Solos erodidos e de dreas de mineragdo sdo praticamente despro-
vidos de propagulos de fungo micorrizico. A introdugdo de tais fungos seria
altamente benéfica para o processo de recuperagio dessas dreas depauperadas.

FATORES INERENTES A PLANTA E AO FUNGO

Apesar de a resposta da planta a condigdo micorrizica ser afetada
por vdrios fatores externos, a dependéncia da simbiose é uma caracteristica
inerente & propria planta. A dependéncia micorrizica, definida como o grau em
que a planta depende da condigdo de estar micorrizada para apresentar cresci-
mento maximo a um dado nivel de fertilidade do solo (30) é varidvel com a espécie
e até mesmo com a variedade considerada. Assim, uma planta que possui maior
dificuldade em captar o fésforo da solugéo do solo, out que seja nais exigente em
fosforo, obtém maior beneficio da MVA, isto €, é mais dependente da simbiose.
Apesar de a suscetibilidade da planta & micorrizacdo ser controlada geneticamen-
te, Baylis (8) aponta que a morfologia e a geometria do sistema radicular sio
determinantes do grau de micotrofismo da planta. Aquelas cujas raizes sdo
desprovidas de pélos radiculares ou em que estes séo curtos e escassos apresentam
maior dependéncia.

Outro fator considerado é a espécie ou o isolado de fungo micorri-
zico. Apesar de nédo haver especificidade, o grau de compatibilidade fungo-planta
parece estar relacionado a mecanismos de reconhecimento entre o fungo eaplanta
hospedeira (24).
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TRANSFERENCIA DE CARBONO EM MVA

O forneciménto de carbono ao fungo em simbiose §é feito pela
transfelenma direta de compostos fotossintetizados do hospedeiro, através dos
arbiisculos. Assim, os fatores que influem na fotossintese do hospedeiro, como
‘intensidade luminosa, fotoper {odo e desfolhamento, podem alterar tal fornecimen-
to, causando desbaldnco na simbiose. O mecanismo de transferéncia e a forma de
carbono transferida ainda néo foram elucidados. Contudo, as evidéncias sugerem
um sistema ativo de transferéncia de carboidrato (Figura 4), encontrando-se este
na forma de sacarose, Na MVA, o material de reserva se acuinula essencialmente
como lipidio, podendo também ocotrer actimulo de glicogénio nas hifas (20).
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APLICAQ()ES PRATICAS DE MICORRIZAS . |
VESICULO-ARBUSCULARES (MVA) o

Elke J.B.N. Cardoso’” & Marcio R. Lambais™

INTRODUGCAO

A presenga generalizada das MVA nos mais diferentes ambientes
é provavelmente o resultadoda néao especificidade entre a maioria dos fungos MVA
e seus hospedeiros. : .

O termo especificidade é usado aqui para designar a capacidade
de uma determinada espécie fngica formar micorriza com um tnico hospedeiro.
A especificidade entre end6fito e hospedeiros que formam micorrizas s6 ocorre a
nivel de género ou de famflia. Nao hd nenhum caso onde uma linhagem ou mesmo
uma espécie de fungo é especifica para um hospedeiro em particular (20). Normal-
mente, fungos MVA isolados de uma planta podem formar micorrizas com um
grande niimero de outros hospedeiros, embora a eficiéncia em absorver nutrientes
da solugéo do solo e translocd-los para a parte aérea, promovendo consequente-
mente o crescimento vegetal, seja varidvel, dependendo da combinagio fungo-hos-
pedeiro-solo (47).

Existe uma grande variabilidade, tanto interespecifica (29,35,63),
quanto intra-especifica (25), no que se refere 4 capacidade de o endéfito colonizar
as raizes do hospedeiro e promover o crescimento vegetal. As vezes, determinado
isolado ou determinada populag¢do de fungos MVA possui grande capacidade de
penetragéo e desenvolvimento na raiz do hospedeiro. No entanto, sua eficiéncia
em absorver e translocar nutrientes para o hospedeiro pode ser bastante baixa,
de modo que o balango energético seja desfavordvel A planta, consumando-se um

U pepartamento de Ciéncia do Solo. ESALQ/USP. Caixa Postal 9, CEP 13400, Piracicaba, SP.
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Jgaso tipico de parasitisma (27). Assim, o beneficio ou ndoda formagéo da micorriza
I,éer:i determinado pela intera¢do do genétlpo do fungo com o da planta e destes
com o ambiente, sendo possivel um nimero muito grande de combinagbes que

PRODUQAO DE INOCULO

maximizem a produgfo vegetal (Quadro 1).

Quadro 1. Acimulo relativo de fosforo e efiviencia relativa das simbioses formadas com di
fungos MVA em trés cultivares de feijoeiro, em trés solos (Silveira & Cardaso (61)) com difesentes

Pangos Terra roxa estruturada Areia quartzosa . - Latossolo Veimelho-escuro
MVA(" Carioca . Goiano- . Ne; L . Goi

Pracoss Arsy - Caridea Fon0-. BB Cyriocy - Golamo- .

Actimulo relativo de f6sforo (%)
G.m. 61 7 119 81 69 34 84 272 204
Gl. 374 235 - 397 60 93 - . 530 154, 381 315
Gih. 62 25 68 26 39 74 46 183 136
Gima. 226 138 29 115 4 267 100 221 141
Eficiéncia relativa(2) (%)

Gm. 32 -18 39 42 s 68 33 69 59
Gl. 67 44 69 0 27 82 49 7 60
Gk 23 5 29 11 20 22 18 40 47
Gima. 48 34 56 47 -25 66 35 55 50

(¢} Fungos MVA — G.m.: Glomus macrocarpum; GL.: Glomus leptotichum; Gih.: Gigaspora hetero-

gama; ¢ Gi.ma.: Gigaspora margarita,
(2) "Eficigncia relativa (ER): .

ER - Matéria seca da planta micorrizada — Matéria seca da planta ndo micorrizada
Matéria seca da planta micorrizada

x 100

SELECAO DE FUNGOS MVA
PARA INOCULAGAO

As caracteristicas basicas dos fungos MVA a serem selecionados
para inoculagdo, segundo Abbott & Robson (1), devem ser: aumento de absor¢io
de nutrientes dosolo e trans]ocagao para as plantas, além de persisténcia no solo.
Os mesmos autores sugérem iniciar o processo de selegio pelos fungos que tenham
espofos que germinem rapidamente, que tenham hifas que crescam bem no solo
e que sejam capazes de colonizar extensivamente o hospedeiro, OQutras caracteris-
ticas a serem consideradas seriam: a capacldade do fungo em formar propégulos
que persistam no'solo por longos periodos, mesmo na auséncia do hospedelro e
Sua habilidadeem competir com os fungos MVA nativos e outros microrganisinos.
Obviamente essas caracterfstlcas devem ser estudadas para condu;.oes edafoch-

~ Lo

maticasdefinidast ™ < ¢

: Por serem smbxontw obrlgaténos (] t'ungos MVA amda nio
foram cultivados in vitro, apesar das inimeras tentativas em culturas axénicas e
pionoxénicas{14,31,44): O cultivo dos fungos MVA. é feito in vivo, isto €, os fungos
$e'multiplicam em plantas vivas, chamadas plantas multlphcadoras croseendo
dEb mndlgoes controladas de temperatura e umidade. - o

o Para produgio de inéeulo cultivaise uma planta hospedelra em
vaso 5 conterido substrato esterilizado, inoculando-se alguns esporos do fungo MVA
a ser multiplicado junto & raiz. No final do ciclo da planta, um grandé nimero de
wporos :pode ser- obtide, formado no substrato a partir das hifas externas da

mlcornza

e " In vitro, o esporo germina e o tubo germinativo cresce até um
determmado momento, a partir do qual seu crescimento ¢ paralisado. Os meca-
0s bioquimicos que determinam o inicio do processo de germinagdo dos
Tos e a paralisagio do crescimento do tubo germinativo ainda nao 's80 conhe-
5, MAS muitos estudos estfio sendo feitos para osclarece-los (64)

, O primeiro passo para a produgdo de méculo de fungus MVA (31)
é oqsolamento de seus esporos do solo; através do método de peneiramento amido
(28)."0Os esporos sAo separados por espécie, baseando-se em suas caracteristicas
morfolégicas (59); com o auxilio de um microscépio estereoscopico, e inoculados
emplantas multiplicadoras. Os esporos devem ser examinados ¢uidadosamente
e apenas aqueles livres de parasitas devem ser utilizados. A'ocorréncia de fungos
parasitas de esporos de fungos MVA j4 foi amplamente relatada (18,58,56,62), e
cuidados especiais. devem ser tomados para ndo se. mtroduznrem fi topat.ogenos
_]untamente com o5 esporos dos fungos MVA (13). B

: A dbteniggio de in6eulopode ser feita tambémea partir de segmentos
de rafzes calonizadas. A pureza-do indculo deve ser controlada periodicamente,
para que haja major garantia do tipo de material com que se est4 trabalhando.

A planta multiplicadora deve ter algumas caracterfsticas a serem
obsérvadas, deritre elas: ser um bom hospedeiro para o endéfito a multiplicar,
apresentar crescimento rdpido e umaabundante producéio de rafzes'e ndo possuir
patégenos comuns a cultura na qual o inéculo ser4 utilizado (43). :

PRODUCAO DE INOCULO EM SOLO ESTERILIZADO

O tipo de solo para a produgdo de in6culo é um dos fatores
limitantes do processo e deve ser escolhido com muito critério. Ménge (43) sugere
a: utilizacio de solos arenosos de baixa fertilidade natural. Outros tipos de
substratos, como a vermiculita, perlita, turfa e casca-de-drvore, também podem
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ser utilizados, atentando-se para possiveis problemas de toxidez. Dehne & Back-
haus (19) utilizaram agregados leves de argila expandida juntamente com solo
arenoso para a produgdo de inéculo de- fungos | MVA com, multo sucesso e com
grand% facilidades de aplicagfio no. campo

: A esterilizagdo do’ substrato escolhldo para produgao do m6cu10
pode ser felta por autoclavagem (1 atm, 121° ©), por radiagio gama:(0,8 a 1 3
Mrad), por fumigagéo com bloc1das do tipo brometo de.metila (0,45 a 1,00 kg/m?),
e por.vapor fluente-(83 a 100° C), de acordo com Menge (43). Os nutrientes
necessdrios podem ser suprides por adubagio, ou atram de solugoes nutrltlvas
com baixas concentragées de P e micronutrientes.

" O fésforo é o nutrienté 'mais limitante paraa produgao do moculo :

de fungos MVA. Altas concentragdes de P podem inibir o processo de colonizagao,
da mesma. forma gue concentragbes muito baixas podem fazer com que o fungo
estabelega uma relagdo parasitica com a p]anta 45). O mtmgémo pode ser
aplicado juntamente com a :igua de irrigagio e preferivelmente na’ “fortma’ de
nitrato, jAque o fon aménioé mais toxico asMVA (15). Os micronutrientes tambem
devem ser aphcados em baixas concentragoes para n: haver 'cumul : (
problemas de toxidez. Altas concentragbes de Mne Zn po&efn inibir a gertiiinacio
dos-esporos (30,32). Ojala et alii (1978), citados por Lambert.et alii (36), observa-
ram que a formagdo de MVA & maior em solos com baixas.concentragbes de:Zn,
Cu, Fe e Mn. Fatores como a relagio dgua-ar.do.substrato, pH; luminosidade,
tainanho do vaso, temperatura, poda e aplicagso de pesticidas também devem ser

considerados, j4 que podem interferir, direta ou mdlretamente nos processos,de
colomzag;ao e esporulagao (43).. .

PRODUCAO DE INOCULO EM HIDBOPONIA

Varias técnicas de hidroponiatém sido usadas;para a producido de
inéculo de fungos MVA. (21,34,50,53). Esse sistema consste bagicamente.em
cultivar as plantas inoculadas com fungos MVA em contato com solugdes nutriti-
vas, na presenga ou na auséncia de um substrato sélido.

A produgio de indculo em hidroponia parece ser afetada principal-
mente-pela aeragéo e pela concentragin-dernitmgéniq e fosforo na solugéo (43).
Estes fatores devem ser otimizades para a-maximizagfio da produgdo de indculo,
bem como devem ser estudadas a infectividade e as condxgbes de armazenamento
desse indculo..

INOCULAQAO

Do A mtrod ugﬁo de fungos MVAer sxstemasagnoolaspodeser feita
basmamente de duas-maneirds: pré-moculando-se as) mudas noes vwelros, ou
distribuindo-se’o:in6culo no campo.. : S
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S A pré-inoculagio de mudas produzidas em substrato &sterlhzado,
nbu através de micropropagacdo, tem-se mostrado uma alternativa muito promls-
o'sora, em relagfio ao alto custo dos fertilizantes {37,38,42). Além disso, asmicorri-

zas VA podem alterar as relagbes de nutrientes no tecido vegetal, de modo que a
kplanta tolere concentragdes téxicas de determinados nutrientes no solo (10,35).

No Brasil, a produgdo e 0 desenvolwmenbo de mudas de cafeeiro
(40,66) e de citros (5,12, 66) vém sendo muito estudados, tendo sido sugerido por
Me;'lgé (42) um “esquema para produgdo de’ in6culo e inoculagio de viveiros

(Figura 1.

MyitiplicacSes om

v0s08 COM 0G0 .
Daninfestoclo superticial
dox esporos @ mo:ulldh

A \

Dumi-tacln periddica
dos asparos ¢ inoculoglo

Raizes de citros
ou 30

Inocylaclo

Inocuior sorgo ou DE SORGO "

Sy

Euu-«llvlo da produclio
de indculo strevds de

Viveiro d¢ zlll'-l

teékcnices hortlcatas. //
\ e
N —— e NRp — =
1. E para ducio de indculo de fungos MVA e sua utlizagic em Viveiros, segundo
1 4 ¥

Figura
‘Menge (4 3)

Quandose pensa em distribuir o in6culo no campo, a complexidade

-da ‘operagio aumenta consideravelmente. Primeiramente, deve-se consxder;;
- tanto a infectividade quanto a eficiéncia em promover o crescimento vegetal

populagfio nativa, em relagio ao fungo introduzido (1, 11). Casoa inoculagc#io seja

recomendada, existem vdrias maneiras dedistribuiro inaculante no solo. Hayman
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et alii (28) comparam quatro métodos para inoculagio em campo: distribui
L > : distrib

lan?o das sementes e do in6culo com posterior incorpomgiop:o solo; il:gﬁlz
apheado'em sulcos aproximadamente 10 cm abaixo das sementes; inécu,lo obtido
Por penelramento Gmido e sementes pré-germinadag suspensas em metil-celulose
a A%% e-a})hcad:)is em sulcos por mejo de um saco de polietileno com a ponta cortada;
€ Inoculagio de péletes de aproximadamente 1 em de . didm i

- sementes distribufdas a lango. . etro com vérias

- Omelhor resultado foi com a aplicacéio do in6culo i
das sementes. Baltruschat (8)adaptou uma m;quing:semeadora ee:isglc;:;m
a aplicagdio de particulas de argila expandida contendo esporos de Glomus etuni-
catum e obteve bons resultados, quando o inéeulo era aplicado no sulco abaixo das
------ sementes. _Sieverding & Saif (60) consideram que a aplicagfio do inoculante n#o &
problemdtica, mesmo que este seja constituido de solo contendo propsgules de
i‘l;:_gos MVA, desde que o inoculante possa ser produzido nas quantidades neces-

ias.

POTENCIAL DE USO AGRfCOLA

* OBrasil, bem como outros paises da Amériéa tropical, possui
‘grande drea de solos extremamente lixiviados, dcidos e distréﬁcl:)s, c:)mo ol:sl;lll;:
f.lob k:rﬁge(g;%ao de cerrado que ocupam uma #rea de aproximadamente 1.8 milhdes
e . - ' ’

) De acordo com Sieverding & Saif (60), do ponto i Scio-eco-
r{bn_noo essas regibes possuem pouca infra-estrutura e a g;;)dut?;dv;sdt: :gcr;cola é
limitada pelo baixo nivel de insumos utilizados. Essa limitacio poderia ser
superada com a utilizacsio de tecriologia de baixo custo, como as biolégicas. Os
mesmos autoresconsideram as associagdes micorrizicas um componente biold.gico
fundamental da tecnologia de baixo custo para a agricultura tropical.

) Sanches & Salinas (57) sugerem seis estratép j
OX'ISSOIOS. ¢ ultissolos da América _tropicalg,einclusive a ut;figz!:;ga;: oassocmanieamjo-de
micorrizicas para o methor aproveitamento do fésforo do solo ede fertilizantes. O
sucesso de tal estratégia ¢ dependente da difusdo da tecnologia de inoculag:ao‘ e
do sucesso na selegdio de fungos adaptados a condigbes edafoclimaticas defmid;as
e/ou do manejo da populagiio nativa, além da disponibilidade de inoculante.

A produggio de inoculante por pequenos agricul -
m._ente ocupam solos 4cidos e distréficos epnoﬁ_oplfgilizam ?iumgr;,;lggzmalr
Sieverding & Saif (60). De acordo com a esquematizagéio do processo mosm:);a
na figura 2, o inéculo seria produzido no local de utilizagfio, emtandoo’transpotte
oneroso de grandes quantidades de inéculo..Os mesmos autom‘-ﬁzem'm uma
anslise da relagfio custo-beneficio da inoculacgo de plantagbes de mandioca na
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Figura 2. Modelo tedrico para produgiio de inéculo em peq propriedad gundo Sieverding &

Saif (60).

Colombia e verificaram que o lucro decorrente da aplicagiio dessa tecnologia é
aproximadamente 1,5 vezes maior do que o custo de produgdo e aplicagdo do
inéculo pelo préprio agricultor, desde que se utilize um isolado eficiente, pois a
variabilidade entre diferentes isolados é muito alta (Quadro 2).

A inoculagdo de fungos MVA juntamente com Rhizobium em
leguminosas, bem como a combinagéo desses inoculantes e adubagéfio com rochas
fosfaticas sdo consideradas tecnologias de baixo custo e t8m mostrado resultados
muito significativos para o aumento da produtividade vegetal. Assim, j4 em 1948,
Asai (6) demonstrou que vdrias leguminosas cultivadas em solo esterilizado e
inoculadas com RhAizobium somente nodulavam bem e fixavam nitrogénio ativa-
mente, quando.também eram inoculadas com pequena quantidade de solo natural.
A explicagdo para este fato € que o solo natural continha propdgulos de fungos
MVA, os quais invadiam as raizes das leguminosas, formando micorrizas. Poste-
riormente, o fato de que a leguminosa micorrizada nodula melhor e fixa mais
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Quadso 2. Efeito da i lagio de dioca com diferentes isolados de funges MVA na produgio de
matéria seca da parte aérea e absorcio de P (Sieverding & Saif, 60) /

Codigo do isolado Matéria seca da parte aérea Absorcio de fosforo
g/planta mg/planta
NM(1) 0,21 0,22
MAN 4,16 3,58
LON 1,24 1,62
COoL 5.54 4,82
LON 522 432
oce 547 _ 595
APP 6,04 5,59
MOR 0,59 103
MIC 2,60 358
MAR 2,84 3,18

(1) NM: plantas ndo micorrizadas. As outras letras sdo cddigos de diferentes espécies de fungos MVA,
nio identificados pelos autores.

nitrogénio, especialmente em solos com baixos teores de fésforo, foi confirmado
por iniimeros autores (10,16,17,48,61).

Em geral, a explicagdo para o sinergismo que ocorre entre o
Rhizobium e a micorriza nas leguminosas estd relacionada com a maior absorgsio
do P e de outros nutrientes por leguminosas micorrizadas, propiciando, portanto,
uma maior nodulagio (ver capitulo 16 sobre os fatores limitantes a fixacio do N2).
Além dessa explicagio poderd ainda haver o efeito hormonal e madificador da
fisiologia vegetal pela micorriza, que foi observado em diversas plantas
(2,3,26,33,561,52). Também ja foram relatadas respostas sinérgicas 4 inoculacio
de uma mesma planta com fungo MVA juntamente com bactérias fixadoras de Nz
de vida livre efou com bactérias e fungos solubilizadores de fosfatos (7, 41).

O melhor aproveitamento de fosfatos naturais por plantas micor-
rizadas, mesmo na auséncia de solubilizadores de fésforo, tem sido repetidamente
reportado (4, 5, 10, 11, 22, 49, 54, 55, 65). No inicio, esses resultados levaram a
hip6tese de que a micorriza tem a capacidade de solubilizar fosfatos. Verificou-se,
entretanto, que essa hipdtese era errénea (46,24). A melhor explica¢io para o
efeito favordvel da micorriza no aproveitamento de fosfatos naturais pelas plantas
reside no fato de que as hifas da micorriza exploram muito maior volume de solo,
exercendo uma for¢a de dreno sobre os jons de fésforo soltGveis (solubilizados
através de agdo quimica ou bioldgica no solo), deslocando o equilibrio entre fons
soliiveis e precipitados no sentido de maior solubilizagéo. Isso corresponde a dizer
que qualquer fon de P solubilizado é imediatamente absorvido pela hifa e trans-
locado para a planta, antes que ocorra a possibilidade de uma reprecipitacio (p.
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" @x;,com fonsde Alou Fe livres na solugéio do solo). O esquethada figura 3 ésclarece

tal atividade da mloornza de acordo com Barea & Azoon~Agu|lar (9)

/Solo rizosférico a

RAIZ

P insolivel

Pucupnacao

quimica Hifas de fungos MVA

Figuta 3. Participacio das micorrizas VA no melhor aprovemmento de rochas fosfiticas, de acordo com
Barea & Azcon-Aguilar (9), modificado. -
RF =Rocha fosfitica SQ = Solubilizacio quimica SB Solubihng:ao biolégica

Em conclusdo, fica evidente que a inoculagio de fungos MVAeas
préticas de manejo especificas podem levar a aumentos de produgfio e eoonomla
de insumos agrfcolas
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ECTOMICORRIZAS

Margarida M. Bellei’ & Eul4lia Maria S. Carvalho®

INTRODUCAO

As micorrizas séo estruturas complexas resultantes da simbiose
de dois componentes: as raizes das plantas e certos fungos do solo. Nessa interagio
fungo-raiz, o fungo proporciona 4 planta uma maior capacidade de utilizagéo de
dgua e nutrientes, principalmente quando estes se encontram em niveis limitan-
tes. OQutros beneficios incluem maior tolerfincia da planta a condigtes de estresse
tais como extremos de pH no solo, presenca de metais e efeitos. de agentes
fitopatogeénicos (1,18,24). A planta, por outro lado, fornece ao fungo fotossintatos
necessdrios para o seu desenvolvimento e propicia um habitat intra-radicular
protegido.

A maioria das plantas estd associada a um de dois tipos de
micorrizas que tém caracteristicas estruturais diferentes: as ecto e as endomicor-
rizas (43,48). As ectomicorrizas cujo prefixo ecto indica "externo” (do grego
"ektds"), sdo um tipo de micorriza em que, entre outras diferencas, o componente
fingico se desenvolve na raiz, nos espagos intercelulares do cértex, sem que ocorra
penetragdo celular. O contrdrio ocorre nas endomicorrizas, em que o fungo se
desenvolve intracelularmente.

As ectomicorrizas ocorrem em um grupo restrito de plantas (cerca
de 5%) que, no entanto, sdo importantes economicamente, em particular para o
setor florestal. Essas plantas com frequéncia, dependem obrigatoriamente da
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simbiose, para atingirem um desenvolvimento adequado nos viveiros e para
sobreviverem em local definitivo (33).

O beneficio potencial das ectomicorrizas tornou-se atualmente
mais evidente (40). Contribuiu para talsituagdo a necessidade recente na maioria
dos-paises,de aumentar a produgio de combustivel proveniente de fontes renova-
veis (38). Conseqlientemente, em alguns paises, programas de micorrizagéio con-
trolada vém sendo desenvolvidos com éxito, propiciando aumentos significativos
na produgio de biomassa florestal. O estabelecimento desses programas tem sido
acompanhado de implicagdes importantes. Os fungos ectomicorrizicos podem
"moldar” as plantas para locais onde,iscladamente, ndo teriam produgéo vidvel do
incorporagio de 4reas marginais. A sua aplicagio possibilita, também, redugio
considerdvel no uso de fertilizantes e biocidas e, consequentemente, o estabeleci-
menbf) e uma agricultura menos dependente de energia e menos poluidora do
ecossistema.

E nos trépicos, entretanto, que os beneficios da simbiose ectomi-
corrizica tém maior potencial para exploragdo. O desenvolvimento florestal nessas
regides é sobretudo baseado na introducéo de exéticas que dependem obrigatoria-
mente de ectomicorrizas (31). Além disso, como a maioria das plantas apresenta
end.omieorrizas, a possibilidade de existéncia de inéculo natural, como ocorre nas
regides temperadas, é escassa. Finalmente, os solos tropicais séo, com frequéncia,
pobres em nutrientes, particularmente fésforo. As deficiéncias de nutrientes nas
plfmta% f:rescidas nesses solos podem ser parcialmente supridas pelos fungos
micorrizicos.

No Brasil, é praticamente desconhecida a condi¢io micorrizica das
plantas nas florestas nativas, e apenas algumas dreas restritas reflorestadas com
ex6ticas, como o Pinus e Eucalyptus, foram, até o presente estudadas (7,39,45,52).
Nessas regites os fungos ectomicorrizicos foram introduzidos de forma n#o con-
trolada, e as inocula¢bes das mudas nos viveiros, quando ocorrem, ainda vém
sendo feitas de forma ineficiente. Os métodos de inoculagédo sdo usados de forma
inadequada e contribuem para o estabelecimento irregular dos plantios, particu-
larmente em regiGes com solo de baixa fertilidade (7).

Entre os paises tropicais, o Brasil dispoe de um dos programas de
estabelecimento de plantagbes homogéneas mais arrojados, j4 que a taxa de
plantio anual se aproxima de 500.000 ha. Esta taxa, no entanto, € insuficiente
para atender as estimativas de perdas de florestas, e, até o ano 2000, estima-se
que o Brasil deverd possuir 16 milhdes de ha de drea reflorestada,para que seja
atendida a demanda interna e externa de madeira. Essa drea poderd, no entanto,
ser reduzida para 10 milhdes de hectares, se novas técnicas que visem o aumento
de produtividade florestal forem aplicadas.
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HOSPEDEIROS E FUNGOS
HOSPEDEIROS

Em regides temperadas ' v

- Cerca ' de 90% das drvores das florestas das regides de clima
temperado formam ectomicorrizas. S&0, hospedeiros tipicos de fungos ectomicor-
rizicos as plantas pertencentes as familias Fagaceae (Fagus, Quercus), Tiliaceae
(Tilia), Betulaceae (Coryllus, Betula) e Pinaceae. Todos os membros das Pinaceae,
familia.que inclui géneros de plantas de interesse florestal (Pinus, Abies, Picea,
Larix, Pseudotsuga, Tsuga,.:.), formam ectomicorrizas (22,29). O género Pinus,
entretanto, inclui espécies temperadase tropicais: No Brasil, os dois grupos podem
ser encontrados em diferentes regides.

A rﬁaioria das plantas das regides femperadas apresenta apenas

um- tipo de micorriza. Contudo, algumas famflias tais como as Salicaceae e

Rosaceae, podem se associar a ambos os tipos, ecto e endomicorrizas. O género
Alnus que pertence as Betulaceae produz também os dois tipos.

Em regides tropicais

£ dificil generalizar sobre a condigao micorrizica das plartas das
regides tropicais, uma vez que muitas éreas nio foram ainda convenientemente
estudadas. No entanto, alguns pesquisadores indicam que,nos trépicos cerca de
95% das 4rvores sio endomicorrizicas; as ectomicorrizicas podem, entretan-
to,ocorrer nas plantas das familias Cesalpinaceae, Dipterocarpaceae, Myrtaceae
(Eucalyptus), Fagaceae (Quercus), Pinaceae (Pinus) e algumas Euphorbiaceae
(22). Nas regides tropicais, as ectomicorrizas estdo geralmente associadas a
florestas densas, monoespecificas e desenvolvidas em solos pouco férteis (25).

Em regides de vegetago nativa, tipo cerrado, foram encontradas
no Brasil, entre 58 espécies, apenas duas com ectomicorrizas: Balbinia holophila
(Cesalpinaceae) e Campomanesia coeruelea (Myrtaceae) (46). :

As principais exéticas utilizadas no reflorestamento de extensas.
&reas nos trépicos, o Pinus e o Eucalyptus, apresentam também ectomicorrizas.
O Eucalyptus, entre outros poucos géneros, pode apresentar tanto ecto como
endomicorrizas. No entanto, quando adulta em seu habitat natural, é sobretudo
ectomicorrizica (22). No Brasil, as ectomicorrizas parecem também predominar
em plantios adultos nas regidesdosuldo pais, particularmenteem Santa Catarina
e nosudeste de Minas Gerais, enquanto gue as endomicorrizas incidem particu-
Jarmente em plantios jovens. (até 12 meses) e nos viveiros quando o substrato
utilizado veicula o inéculo destes fungos. . : '
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FUNGOS

Em regides temperadas

Estima-se que mais de 2000 espécies de fungos sejam potencial-
mente ectomicorrizicas nas regides de clima temperado. Destas, a maior parte
pertence 4 subdivisdo Basidiomycotina, alguns sdo géneros dos Ascomycotina e
apenas um género pertence 2 Zygomycotina (47). Entre os Basidiomycotina,
familias inteiras desenvolveram a capacidade micorrizica. Em outros casos, ape-
nas alguns géneros dentro de uma familia, ou uma familia inteira, podem néo
dispor de membros com essa capacidade (12). Os principais géneros e espécies de
fungos foram apresentados em diversas publicagdes. Os géneros mais frequente-
mente encontrados sdo: Amanita, Boletus, Cantharellus, Cortinarius, Gomphi-
dius, Hebeloma, Hygrophorus, Inocybe, Lactarius, Russula, Tricholoma,
Rhizopogon, etc. : _

E comum uma espécie de planta estar associada a centenas de
fungos ectomicorrizicos. Alguns destes fungos podem associar-se a diversos hos-
pedeiros (especificidade alta), enquanto que outros sdo hospedeiros especificos
(especificidade restrita). Em casos de especificidade restrita, é possfvel distinguir
dentre uma espécie de fungo, isolados ou ecdtipos, especialmente adaptados a
certos hospedeiros (32).

Em regioes tropicais

Existem poucos trabalhos com descrigbes claras ou ilustragdes
sobre a ocorréncia de ectomicorrizas em plantas de regites tropicais. Recentemen-
te, em 1986, foram estudados em vérios pafses (ZAmbia, Tanzania, fndia, Gana,
Nova Guiné, Peru) dezessete. géneros de plantas nativas pertencentes a seis
familias (5). Embora diversos tipos de ectomicorrizas tenham sido caracteriza-
dos,apenas duas espécies de fungos ectomicorrizicos foram identificados. £ pro-
vével que o isolamento em meio de cultura dos simbiontes seja dificil, devido ao
desconhecimento das exigéncias nutricionais desses fungos (3).

No que se refere a Pinus, planta que ocorre em extensas dreas de
florestas nos trépicos, foram efetuados diversos levantamentos que identificaram
fungos associados a espécies tropicais em diferentes regides, particularmente na
América Central e no Caribe (31). A maioria dos fungos ectomicorr{zicos associa-
dos aos Pinus ex6ticos inclui espécies como: Suillus granulatus, Rhizopogon
luteolus, Boletus luteus , Scleroderma bovista € Hebeloma crustuliniforme.

No Brasil, o potencial micorrizico de florestas nativas-e ex6ticas é
praticamente desconhecido. Alguns levantamentos em 4reas especificas e em
florestas homogéneas de Pinus em Minas Gerais permitiram a identificagfio dos
seguintes fungos: Suillus granulatus, Inocybe lanuginella e Scleroderma fuscum.
(7). Telephora terrestris e Rhizopogon spp. foram também identificados em diver-
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sas espécies de Pinus e regioes no pais. Em florestas de Eucalyptus em Vigosa
(MG), foram encontrados Pisolithus tinctorius e Scleroderma sp. em um levanta-
mento realizado (39). A presenca de P. tinctorius em diversas espécies de Euca-
lyptus em Sdo Paulo e Santa Catarina, foi também confirmada (52). A pouca
diversidade de simbiontes nas regides de Pinus tropicais em Minas Gerais,
contrasta com a alta diversidade verificada em algumas plantagbes comerciais de
Pinus em Santa Catarina. Estas plantagbes possuem, no entanto, Pinus de regides
temperadas e fungos tipicos dessas regides (Amanita, Rhizopogon, Inocybe).

Identificacgdo do fungo

A identificacdo precisa do fungo simbionte da ectomicorriza é
fundamental. No entanto, a maior parte dos fungos citados como ectomicorrizicos
na literatura resulta de observagdes da ocorréncia frequente de frutificagoes em
associagao com uma espécie de planta e, também, de resultados de sintese in vitro
da micorriza, isto €, produgédo da micorriza a partir de simbiontes assépticos em
condigdes controladas de laboratério. Poucas sao citadas como resultado da utili-
zacdo de critérios que conferem maior validade a identificagdo. Esse fato tem
levado a utilizagdo em trabalhos de pesquisa e na pratica de fungos ectomicorri-
zicos cuja associagio provavelmente, ndo ocorreria em condiges naturais. Com a
finalidade de identificar o fungo simbionte da ectomicorriza, Zak (50), definiu 4
critérios: _

a) verificagdo de conexio entre micorriza e esporocarpo;

b) comparacao dos micélios circundantes da micorriza e esporocar-
po (por andlise de cor e reagdo com bases e dcidos);

¢) isolamento do fungo ectomicorrizico, sendo que, este isolamento
pode ser feito: (1) a partir de ectomicorriza (manto fingico que encobre a raiz); e
(2) a partir de esporocarpo;

d) e sintese da ectomicorriza in vitro (inoculagdo do fungo em
plantulas cultivadas em substrato esterilizado).

MORFOLOGIA
CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Em corte transversal, uma ectomicorriza inclui trés componentes
fiingicos perfeitamente identificiveis ao microscpio: a manta fangica (m), a rede
de Hartig (R) e o micélio circundante (me) (Figura 1) (12,15,23).

A manta fingica é uma massa de hifas, esparsa ou por vezes
espessa, que pode desenvolver em alguns casos a organizagio de um falso tecido
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Figura 1. Corte transversal de ectomicorriza.
M: manta fungica; R: rede de Hartig; mc: micélio circundante.

parenquimatoso e que rodeia externamente a raiz (12). A manta varia em estru-
tura € espessura. Diferencas na estrutura da manta incluem: maior ou menor
coesdo das hifas, conformacdo das hifas, presenca de ornamentos (cistideos), etc.
A sua espessura varia em regra entre 20-40 um, o que pode representar uma
biomassa significativa da micorriza (entre 20 a 40% do volume total da micorriza
e entre 35 d 40% do peso seco). A manta é um dos componentes da ectomicorriza
com maior importéncia na classificagfio, constituindo um local de armazenamento
de reservas nutricionais e desempenhando papel importante na exclusio de
agentes fitopatogénicos (16).

A Rede de Hartig é uma regifo da micorriza em que o fungo,
ligado externamente 4 manta, penetra a raiz, intercelularmente, ocupando algu-
mas camadas do cértex,sem, porém, ultrapassar a endoderme. ¥ o local que inclui
a interface hospedeiro-fungo e onde se estabelecem as trocas entre os simbiontes.
Esta interface pode ser de dois tipos: parede da célula da planta - parede do fungo

ou parede da célula da planta modificada (zona de contato) - parede do fungo. Essa '

zona de contato parece resultar de uma modificagio produzida pelo fungo na célula
da planta. A interface de contato planta-fungo ocupa uma area extensa uma vez
que as hifas se ramificam de forma labirintica e produzem enzimas modificadoras
da parede da planta que atuam na formagdo da zona de contato.

O processo da morfogénese de uma ectomicorriza pode ser dividido
em diversas fasés: desenvolvimento do fungo estimulado pelos metabélitos radi-
culares; formaggio de uin'envelope de hifas na raiz (manta insipiente); penetragao
intercelular por hifas isoladas (rede de Hartig); modificagdes da morfologia do
fungo e formagédo de um tecidolabirintico na rede de Hartig com extensao do tecido

ECTOMICORRIZAS 303

labirintico para a formagdo da manta. A verdadeira manta flngica é, portanto,
formada posteriormente ao estabelecimento do fungo no cértex na rede de Hartig.

.. 0O micélio circundante que irradia no solo emi torno da raiz pode
ser esparso ou denso e pode incluir hifas isoladas, feixes de hifas ou rizomorfas,
esclerodios e frutificagées. Na produgdo de cada um desses elementos estdo
envolvidos fatores hormonais e nutricionais especificos. Assim, as rizomorfas, que
sdo corddes de hifas altamente organizados que atingem grandes extensoes,
exigem para a sua formagio uma razio critica entre teor de carbono e nitrogénio
no substrato. Essas estruturas estio relacionadas com o transporte de dgua e
nutrientes do solo para a planta. A sua organizago, que é variada, possibilita o
transporte de nutrientes com eficiéncia e resiste & seca e ao atrito no solo. A
ocorréncia de frutificacio dos simbiontes fiingicos, por sua vez, é restrita a épocas
do ano especificas porque depende de condigbes ambientes e do estado nutricional
e hormonal do fungo.

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

A ectomicorriza, quando comparada com a raiz néo colonizada,
cresce mais lentamente e tem um padrdo de crescimento diferente (16). Por este
motivo é frequentemente possivel reconhecer ectomicorrizas a olho nd no préprio
local de coleta. O padrio de crescimento da ectomicorriza é determinado pelo
ﬁospedeiro. Harley (15) usou caracteristicas da morfologia grosseira das ectomi-
corTizas para a sua classificagdo. Considerou diferentes tipos de ectomicorrizas de
Faia que designou como ectomicorrizas superficiais, piramidais, coraldides e
nodulares, entre outros.

- As ectomicorrizas superficiais sao semelhantes as raizes néo colo-
nizadas, das quais diferem, no entanto, por apresentarem uma manta destacdvel.
As piramidais, que podem também ocorrer em Eucalyptus, sdo conjuntos de
micorrizas simples que evolem para sistemas complexos (agrupamentos de
micorrizas) denominados sistemas piramidais, visto que as micorrizas se distri-
buem em torno de um eixo radicular e sdo progressivamente menores na diregdo
deste eixo,tal como em uma pirdmide. As ectomicorrizas dicotémicas sao aquelas
em que a raiz se bifurca e,quando de forma repetida sdo chamadas coraldides. Os
tipos dicotdmicos e coralSides sdo frequentemente encontrados em espécies de
Pinus. Este género pode também apresentar ectomicorrizas nodulosas quando as
bifurcagbes sdo curtas e repetidas assemelhando-se a nédulos. Este tipo, no
entanto, ocorre com pouca frequéncia.

. Para além destas modificagbes morfolégicas, as ectomicorrizas
s#o, geralmente, brancas, negras ou coloridas, de forma idéntica a coloragdo do
fungo simbionte envolvido, o que facilita a sua detecgfio na manta morta de folhas
ou no solo da floresta.



304 MARGARIDA M. BELLEI & EULALIA M. S. CARVALHO

SISTEMAS DE CLASSIFICACAO

Vdrios sistemas de classificagfio tém sido propostos para diferen-
ciar tipos de ectomicorrizas e identificar fungos simbiontes pelas caracteristicas
morfolégicas e anatdmicas da micorriza. As ectomicorrizas sio classificadas com
base em aspectos morfolégicos, padroes de ramificagdo, cor e estrutura superficial.

Os sistemas de classificagéo propostos inicialmente agrupavam as
ectomicorrizas em tipos morfolégicos de definigio ampla, com base em critérios
arbitrariamente escolhidos e supostamente constantes, como por exemplo, a
morfologia e a cor. Melin (28) enquadrou as ectomicorrizas em quatro grupos com
base na morfologia. Em 1959, Dominik (10) utilizeu um sistema mais minucioso,
mas nio considerou a espécie do hospedeiro, agrupando as micorrizas em 12
subtipos de acordo com a cor, estrutura e caracteristicas superficiais da manta.
Publicou posteriormente, em 1969 (11), uma chave para designar ectomicorrizas
coletadas em condigbes naturais que é, até hoje, uma das mais completas para a
determinagéio de tiposde ectomicorrizas. Um dos inconvenientes na sua utilizagfio,
no entanto, € a distingfio feita por Dominik entre vdrios tipos de ectomicorrizas
com base em caracteristicas observadas em cortes transversais e na cor da
ectomicorriza.

Mais recentemente, as ectomicorrizas tém sido agrupadas de
acordo com critérios de baixa variabilidade e os sistemas de classificacdo tém
procurado agrupar as ectomicorrizas de um género ou espécie de planta de
importancia econdmica para paises ou regides especificas de um pais. Na Austra-
lia, Chilvers (8) propés um sistema de classificagéio de ectomicorrizas de eucalipto
baseado principalmente na organizacdo do tecido da manta e na estrutura das
rizomorfas. Essa caracterizagio possibilitou a distingdo de oito tipos de ectomicor-
rizas desse hospedeiro. Nos EUA, Zak (50),em 1971, propds um sistema de
caracterizagfo e identifica¢do de ectomicorrizas de coniferas, com base , principal-
mente, em caracteristicas do micélio circundante, das rizomorfas, da textura do
manto e da cor desenvolvida na presenca de reagentes quimicos. Posteriormente,
em 1973, Zak (51), ampliou seu sistema pela inclusao de outras caracteristicas,
dentre elas a espécie do hospedeiro.

Diversos pesquisadores tém revisto mais recentemente os siste-
mas de classificagfio e confirmado a deficiéncia nas descrigdes efetuadas das
ectomicorrizas,bem como a caréncia de ilustragdes adequadas para o reconheci-
mento macroscépico das micorrizas (2,4). No sentido de minimizar estes inconve-
nientes, uma chave diagnéstica para as ectomicorrizas em geral foi publicada por
Agerer, em 1987, no Atlas Colorido de Ectomicorrizas (3), que tem por objetivos
caracterizar as ectomicorrizas formadas por diversos fungos em hospedeiros, tais
como Picea, Fagus, Pinus, Larix e Betula, e apresentar descrigbes das caracteris-
ticas da-morfologia das ectomicorrizas. O atlas apresenta também ilustragoes dos
fungos simbiontes envolvidos e das micorrizas correspondentes.
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E, entretanto, lastimavel que os sistemas de classificagdo de
ectomlcornzas propostos até o presente ndo tenham sido experimentados em um
numero de casos representativo.

FISIOLOGIA

As ectomicorrizas representam uma forma de simbiose mutualis-
tica ou de parasitismo duplo em que intervém balangos sensiveis de forgas entre
os simbiontes e sdo produzidos diversos metabélitos que viabilizam a interagao.
Sob esta perspectiva os fungos ectomicorrizicos se comportam como parasitas cuja
capacidade agressiva é neutralizada no sentido do mutualismo pelas for¢as de
protecio da planta hospedeira (30). Devido 4 complexidade anatdmica da simbiose
micorrizica o estabelecimenta de técnicas de cultivo in vitro dos simbiontes e de
sintese de ectomicorrizas facilitou sobremaneira a defini¢gio das necessidades
nutricionais para crescimento de cada simbionte e do seu papel na interagéo.

- O QUE RECEBE O FUNGO

Fontes de carbono

Os fungos ectomicorrizicos utilizam no cultivoin vitro um grande
niimero de hexoses; tais como a glicose, manose e a frutose; dissacarideos como a
celobiose, a sacarose e a trealose; e ainda ¢ertas glucanas como o amido, a pectina
e adextrina (12). Ao contrério da maioria dos decompositores de matéria organica
da serapilheira, a capacidade destes fungos para degradar, in vitro, fontes de
carbono complexas como a celulose e a lignina € limitada, e nem todos utilizam a
pectina. Em consequéncia, os fungos ectomicorrizicos sio fracos competidores em
condigdes saproi' ticas, na rizosfera, uma vez que nessa regifio competem pelas
formas mais simples de carbono que sio efémeras e consumidas por numerosos
microrganismos. Em simbiose com as plantas, por outro lado, ocupam um habitat
privilegiado, ao abrigo da competi¢do e antibiose resultantes das atividades da
microbiota rizosférica e tém assegurado o suprimento de compostos de carbono
que é derivado do hospedeiro fotolitotréfico.

Diversos pesquisadores demonstraram que os fotossintatos, par-
ticularmente a sacarose, constituem a principal forma de carbono translocado no
floema, sendo transferidos na raiz da planta para o fungo (14, 16).

A sacarose translocada & hidrolisada em g'llcose e frutose, que
rapldamente se convertem em substéncias de reserva (trealose, manitol e glico-
génio) para o fungo. Estes carboidratos ndo sio diretamente utilizdveis pela
planta. O dreno a partir da fonte de produgéo &, por sua vez, mantido, porque as
substdncias de reserva sdo consumidas pelo fungp, e, em consequénma, é estimu-
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lada a translocagdo de sacarose para a raiz o que, por sua vez, estimula a
fotossintese. A produgiio de horménios pode também estar envolvida nesta esti-
‘mulagdo. C

Fatores de crescimento

Os basidiomicetos, que formam ectomicorrizas requerem frequt?n-
temente, vitaminas do grupo B, como a tiamina, a biotina, o 4cido pantoténico
nicotfnico e o inositol para crescimento.in vitro. Em alguns casos, porém, nio &
suficiente a adigio dessas vitaminas e fatores estimulantes desconhecidos, que
estéo, presentes nos exsudatos radiculares e nos extratos de serapilheira e de
levedura, é que sdo requeridos para o crescimento desses fungos. -

Algins fungos mais exigentes, ainda, crescem apenasna presenca
do sistema Fadicular de plantas hospedeiras e outros, tais como Clavari(_z sp:, n4o
forarh até o présente cultivados'in vitro, o que define exigéncias estritas para
crescimiento” - : I

Nutrientes )

A simbiose ectomicorrizica propicia uma amplia¢ao no tempo e ho
espago do sistema de absorgao de nutrientes para a planta. As ectomicorrizas tém
ihaior longevidade que-as - raizes ndo. infectadas e propiciam.um aumento da
capacidade deexploragéo do solo, devido sobretudo, & presenga do.;mmého circun-
dante, Este micélio torna a ectomicorriza maiseficiente na absor¢dode nutrientes,
particularmente quando estes se encontram em niveis limitantes. , )

' S#o principalmente fons, tais como, o NH¢", S04%, Zn?* e Cu2.+,
relativamente imé6veis na solugsio do solo, cuja absorgéo pelas micorrizas é mais
estimulada. As hifas ou rizomorfas do fungo ectomicorrizico no solo substituem

eficientemente os pélos radiculares da planta e translocam ainda, dgua ealguns .

nutrientes orgénicos.

Nitrogénio

O crescimento.in vitro dos fungos ectomicorrizicos é mais rdpido
na presenca de:amdnio @H4H do-que nitrato (NO3) (14). O aménio &, _tam.bém, a
forma de nitrogénio' mais comum nos habitats da maioria dos ]}OS:pedeerS de
fungos ectomicorrizicos, cujo baixo pH néo facilita os processos de mtnﬁcagé?. !Em
solos caléiiFeos; por outio lado; déitratos siio predominantes, e, nessas condiges,

represetitain papel importarite; os fungos; que podem também utilizar o8 nitratos.

0 amonio é'.rapi‘danimgnbie' absorvido e translocado pelo fungo atéa
manta fingica, onde, juntamente com o carbono derivado das reservas (carboidra-
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tos) do fungo, sdo biossintetizados aminodcidas (dcido glutdmico e a glutamina).
E possivel que estes aminodcidos sdo mantidos na forma soliivel parao suprimento
da planta em condi¢des de caréncia sendo a rede de Hartig o local de transferéncia
dos aminodcidos do fungo para a planta.

Segundo modelo sugerido por France & Reid (14), em condigbes de
baixa disponibilidade de nitrogénio, € na raiz que os aminoscidos se acumulam e,
gradativamente, sdo utilizados no suprimento das necessidades de crescimento
desse 6rgiao. Quando o carbono se torna limitante, o transporte de aminodcidos é
redirecionado para o caule, resultando em crescimento da parte aérea, produgio
de fotoassimilados e, seguidamente, translocagio de carboidratos para a raiz.
Estes carboidratos sfio, portanto, fundamentais na manutengo da biomassa
fangica e, ainda, no suprimento de carbono para biossinteses de compostos
nitrogenados, utilizados pela planta hospedeira.

Fésforo

O fésforo pode estar presente nos solos em duas formas: inorganico
(disponivel e ndo disponivel) e orgénico, principalmente sob a forma de fitatos e
fosfatos de inositol. As plantas requerem fosfato na sua nutrigio e a sua absorgdo
do solo é tornada problematica néo sé pelo fato desses ions serem relativamente
imoéveis, como também por, frequentemente, se encontrarem em baixa disponibi-
lidade na solugdo do solo. O poder de absorgao da planta com ectomicorrizas, para
os fosfatos, varia com diversos fatores do meio. Tais fatores podem ser biéticos
(isolado do fungop ectomicorrizico) e abidticos (umidade, temperatura, concentra-
¢d0 do HaPOy4 ™ na solugéo do solo, etc.)

Inimeras pesquisas tém mostrado que as ectomicorrizas melho-
ram a eficiéncia na absorg¢io de fosfato, o que em parte explica o estimulo no
crescimento das plantas com ectomicorrizas, principalmente quando estas ulti-
mas sdo desenvolvidas em solos hutricionalmente pobres (6,12,16,28).

A maior parte do fosfato absorvido pelo fungo ¢ acumulado na
manta fangica, subsequentemente a perfodos de alta disponibilidade. Do total
absorvido, 30-456% sio convertidos em reservas de polifosfatos que podem ser
visualizados como granules corados metacromdticos, apds coloragdo com azul de
toluidina. Esta conversdo em polifosfato é rdpida e depende de energia. A trans-
feréncia de fosfatos ocorre a nivel da rede de Hartig e é um processo complexo.

Existe controvérsia sobre a possibilidade das ectomicorrizas pro-
piciarem a utilizacio de formas de fésforo ndo diretamentedisponiveis. A produgio
de fosfatases tem sido apontada como um mecanismo que viabiliza, nesses fungos,
a capacidade de aumentar a disponibilidade de P no solo por solubilizagao (17,34).
Os fungos ectomicorrizicos exsudam também dcidos orgénicos que podem atuar
como quelantes de metais. Esta capacidade dos fungos ectomicorrizicos pode ser
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constatada pela visualizagio de cristais de oxalato de cdlcio na manta de algumas
ectomicorrizas, particularmente em Pinus. O dcido oxdlico produzido por fungos
ectomicorrizicos tem sido responsabilizado pelo aumento na disponibilidade de P,
Ca, Mg e Al na solugdo do solo. No entanto, alguns experimentos designados para
comprovar a capacidade solubilizadora de fosfatos pelos fungos ectomicorrizicos
nfo confirmam esta hipétese. .

Outros minerais

Estudos com elementos radioativos t&m mostrado que os fungos
ectomicorrizicos absorvem e translocam outros ions que néo o fosfato, amdnio ou
nitrato. As rizomorfas e as frutificagdes dos fungos no solo dispdem de concentra-
gbes mais altas de Cu, Mn, Mg, Ca, Fe e Zn do que os érgios das plantas sem
micorrizas.

Metabdlitos diversos

Trés tipos de metabélitos, produzidos por fungos ectomicorrizicos,
podem influir nas atividades fisiolégicas das plantas hospedeiras: os hormdnios

ou reguladores de crescimento, os dcidos orginicos (como foi discutido anterior-

mente) e os antibi6tices (12,16,30 41)

Os fungos micorrizicos podem sintetizar, in vitro,auxinas, cltoqm-
ninase g\berelmas Para além das modificagdes morfol6gicas induzidas nasraizes,
‘as auxinas podem também estar envolvidas em modificagbes fisiolégicas necesss-
rias a simbiose.

As auxinas atuam na conversio do amido (subst4ncia de reserva
da planta) em carboidrates simples. Estes carboidratos sdo mobilizades do ponto
de reserva para o local de produgfio da auxina, sendo que esta normalmente se
concentra nas gemas e caules jovens, onde se mantém os suprimentos nutricionais
para as regibes em crescimento. E provdvel que estes mecanismos possibilitem da
mesma forma a translocagio de carboidratos para a raiz, em resposta a infecgéio
micorrizica.

Ascitoquininas podem também ser operantes na intera¢io micor-
rizica, j4 que a maioria dos fungos ectomicorrizicos isolados as produz. O seu pape},
entre outros, pode estar relacionado com o retardamento do processo de maturagéo
e suberizagdo das raizes, o que pode implicar no aumento da longevidade das
ectomicorrizas. As citoquininas podem, ainda, influenciar a mobilizagsio de nu-
trientes (35).

O papel das giberelinas, entretanto, encontra-se pouco esclaremdo
mas:parece provdvel a atuacdo de giberelinas na hidrélise de reservas; pela
interfergncia na producio de enzimas degradativas.
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Alguns fungos ectomxcornz\cos produzem antibiéticosin vitro que,
comprovadamente estao envolvidos em. proc&ssos de antibiose atuante na rizos-
fera. Este mecanismo promove, assim, a toleréncia das plantas aos efeitos de
agentes fitopatogénicos radiculares (26,27).

FATORES QUE AFETAM A COLONIZAGAO MICORRIZICA

A formagio de ectomicorrizas resulta de uma interacdo complexa
de trés elementos: o fungo, a planta e o ambiente. Consequentemente diversos
fatores ligados a esta trilogia afetam, de forma direta ou indireta o proc%so ea

mfeogao

O potencial de inéculo do fungo micorrizico (PIM) associado &
densidade do sistema radicular condiciona o niimero de micorrizas que podem ser

~ formadas em um tipo de solo.

Aidade,a proveniéncia eas caracteristicas genéticas do hospedei-
ro influem também na colonizagio micorrizica. Algumas plantas, tais como o
Eucalyptus pedem apresentar uma sucesséo de infécgdes micorrizicasdependendo
da idade. Plantas jovens (até 12 meses) apresentam endomicorrizas e, sub-
sequentemente, a infecgio ectomicorrizica predomina Este fato, porém, parece
depender do potencial de inécula de fungos micorrizicos presentes na regido e do
mvel de fertilizaggo do solo.

As oondlgo@s ﬁsmloglcas 'do hOSpedell‘O podem determmar o esta-
belecimento da infecgdo micorrizica. Com base neste fato, Bjolkman definiu uma
teoria, segundo a qual a formagcéo de micorrizas estaria na dependéncia finica do
teor de carboidratos na raiz, isto &, na dependéncia da atividade fotossintética do
hospedeiro (16,30). Esta teoria, no entanto, nao foi sustentada por outros pesqui-
sadores, que consideram o aumento da concentragiio de carboidrato na raiz como
efeito e ndo a causa da infecgdo, j4 que os fungos ectomicorrizicos, pela sua
capacidade de produzirem auxinas, podem mobilizar as reservas da planta sob a
forma de carboidratos para a raiz. De forma geral é possivel estabelecer que os
fatores que intervém na atividade fotossintética e que reduzem a produgéo de
fotoassimilados ndo promovem a infecgfio micorrizica. A baixa intensidade lumi-
nosa, por exemplo, pode, além de interferir na capacidade fotossintética, reduzir
nas plantas a producgio-de metabblitos fundamentais ao estabelecimento da
simbiose. O fotoperfodo desempenha um papel oomparével a intensidade luminosa.

‘As propmedada dosoloafetama at1v1dade deambosos mmbmntas
42). Os fungos ectomicorrizicos requerem geralmente para crescimento 6timo in
vitro, pH entre 4 e 6, sendo, portanto, acidéfilos. O pH 4timo para a formagio de
ectomicorrizas in vitro corresponde aos niveis 6timos de pH para crescimento do
fungo em cultura pura. Em condigbes naturais, porém, é possfvel que ocorrauma
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adaptacéo dos fungos ectomicorrizicos a diferentes niveis de pH do solo, uma vez
queé frequente a coexisténcia de isolados de fungos na mesma regisio, que dispdem
de amplas variagdes nos-valores de pH 6timo para o crescimento in vitro.

As temperaturas étimas do solo, para a infecgio e colonizagio das
raizes por fungos ectomicorrizicos, diferem da temperatura 6tima para crescimen-
to dos fungos em cultura pura. Em condigdes naturais a formacao de ectomicorri-
zas ocorre, frequentemente, a temperaturas mais baixas do que aquelas
requeridas para crescimento maximoin vitro. As temperaturas do solo interferem,
ainda, com o hospedeiro (quantidades e composicio de exsudatos radiculares;
processos de alongamento e maturagio de raiz ,etc) e, assim, influenciam indire-
tamente o0 processo de infecgdo micorrizica.

As temperaturas 6timas do solo, para a infecgfio e colonizagdo das
raizes por fungos ectomicorrizicos, diferem da temperatura 6tima para crescimen-
to dos fungos em cultura pura. Em condigbes naturais a formagéo de ectomicorri-
zas ocorre, frequentemente, a temperaturas mais baixas do que aquelas
requeridas para crescimento méximo in vitro. As temperaturas dosolo interferem,
ainda, com o-hospedeiro (quantidades e composig¢io de exsudatos radiculares;
processos de alongamento e maturagéo de raiz ,etc) e, assim, influenciam indire-
tamente o processo de infecgio micorriziea. - - :

A umidade do solo é um fator importante na formagio das ectomi-
corrizas, que sdo mais freqlientes em regites timidas e de baixa altitude do que
nas regides secas. No entanto, 0 excesso de umidade no solo reduz drasticamente
a infecgdo, j4 que a auséncia de oxigénio interfere no desenvolvimento de ambos
os simbiontes. '

EFEITO SOBRE AS PLANTAS

NO CRESCIMENTO

A presenca de ectomicorrizas geralmente implica em aumento-do
vigor das plantas. Este aumento é, em parte, resultante de uma melhor eficiéncia
na capacidade de absorcdo da raiz em relagdo aos nutrientes. A melhor eficiéncia
radicular é devida aos fatores descritos a seguir:

a) Modificagbes da geometria da raiz ocorridas apés a infecgdo e
que amplificam a drea de absorgdo da ectomicorriza. Estas modificaces podem
ser devidas a um est{mulo na ramifica¢io e alongamento das raizes colonizadas
(interferéncia hormonal), ou a um.aumento da espessura radicular ligada a
presenca da manta. Poreste motivo, a colonizagao por fungos micorrizicos implica
ainda modificagfio.na disttibuigéio da biomassaentre raiz e caule. As plantas com
micorrizas geralmente tém-valores da razfo.entre peso da raiz e do caule (R/C)
‘menores do que plantas equivalentes ndo micorrizadas.
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b) Aumento da drea de absorgéo devido & presenca do micélio

circundante da micorriza, cujas redesde hifas tém como papel principal a captacsio

de nutrientes de volumes do solo maiores do que aqueles alcangados pelas raizes
e sua veiculagio para a planta. . ) :

Outros fatores que discutiremos em seguida podem também con-
tribuir para o maior vigor das plantas com micorrizas.

NA RIZOSFERA

A colonizagéo por fungos ectomicorrizicos implica na formagéo, sob
influéncia da micorriza, de uma regido radicular que mantém uma atividade
microbiana diferente da raiz néo colonizada. Esta regido é designada micorri-
zosfera.

A microbiota da micorrizosfera ¢ diferente, qualitativa e quanti-
tativamente, da microbiota da rizosfera. Alguns microrganismos preserites nessa
regido sdo suscetiveis de aumentar a disponibilidade de nutrientes para plantas,
como € o caso dos fixadores de nitrogénio assimbiéticos (Beijerinckia, Clostridium)
12).

TOLERANCIA A DOENCAS

As ectomicorrizas podem intervir, através de outros mecanismos
que nio a antibiose, no controle biolégico de doengas provocadas por agentes
fitopatogénicos radiculares. Entre esses mecanismos estd a exclusdo mecénica,
devido a presenca da manta flingica que atua como barreira fisica no processo de
infecgio por patégenos radiculares. Assim, a ocorréncia de diversas doengas
radiculares causadas por Phytophthora, Pythium ou Rhizoctonia, e frequentemen-
te constatadas em mudas jovens nos viveiros, pode ser reduzida pelo estabeleci-
mento da simbiose (26,27). "

Por outro lado, as ectomicorrizas podem em alguns casos tornar
as plantas mais suscetiveis a certo agentes fitopatogénicos, particularmente
aqueles envolvidos em doengas foliares. :

TOLERANCIA A PRESENCA DE METAIS

O papel das ectomicorrizas na tolerdncia das plantas a nfveis
téxicos de metais é complexo. As ectomicorrizas podem proporcionar, no campo, a
inativagdo parcial, nas plantas, de concentragbes, em niveis téxicos, de metais,
como, por exemplo, o zinco, presente no solo apés fertilizagbes com matéria
orgénica proveniente de esgoto. Recentemente, pesquisas realizadas em condigdes
controladas mostraram que é impossivel estabelecer generalizagbes sobre o papel
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das ectomicorrizas na tolerancia a metais. Os efeitos em uma planta dependem
do fungo simbionte e do metal envolvidos e, ainda, da concentracéic do metal no
substrato (19).

Nem todos os fungos sdo igualmente eficientes no aumento da
capacidade das plantas para se desenvolverem na presenca de metais. A variabi-
lidade na resposta a niveis de alumf{nio em isolados de uma espécie foi constatada
em Pisolithus tinctorius associado a Eucalyptus, em regioes do cerrado cujos solos
dispbe de altos nfveis desse metal (49). Fungos ectomicorrizicos com toleréncia a
metais devem ser selecionados para a utilizagio em programas de micorrizagio
controlada, ja que o estabelecimento da simbiose depende da tolerancia do fungo
ao metal presente no solo. Um fungo ectomicorr{zico determinado pode ainda
conferir tolerAncia de uma planta a um metal e néo ter efeito na tolerdncia & 6iitro
metal. :

O aumento da tolerancia a metais pela infeccio por fungos ecto-
micorrizicos parece ainda ser eficiente em doses baixas ou intermedidrias dometal
(19). Atenuagao da toxidez de Cd, Cu, Ni, Pb e Zn néo foi verificada em altas doses
-destes metais, o que sugere a interferéncia de um mecanismo ligado a pontos de
saturagdo (9). Alguns pesquisadores sugerem a possibilidade de que a protegsio
das rafzes pela manta (exclusio do metal) e a adsorc¢io do metal na parede fngica
sejam mecanismos operantes na detoxificacido. Foram sugeridos ainda outros
mecanismos, tais como a precipitacao de oxalatos metdlicos nos espagos interce-
lulares do fungo e da planta e, ainda, a complexacéo e inativacdo (detoxificacdo
metabdlica) dos metais dentro das hifas flingicas.

TOLERANCIA A SECA

Embora o efeito benéfico do crescimento seja devido, principal-
mente, a uma melhoria na eficiéncia da absorgfio de nutrientes pelas plantas,
outros beneficios podem advir da presenca dos fungos ectomicorrizicos.

A toleréncia & seca pode ser induzida nas plantas, quando deter-
minados fungos as colonizam (33,36). Este é o caso de Cenococcum graniforme,
Pisolithus tinctorius e Rhizopogon vinicolor. A capacidade de absor¢io de dgua é
estimulada pela presenga de ectomicorrizas providas de rizomorfas, que funcio-

nam como 6rgio de captagio, particularmente em condigies de estresse hidrico
(13).

APLICAGOES PRATICAS
SITUACOES QUE REQUEREM INOCULAGAO

) A importancia dos fungos ectomicorrizicos no desenvolvimento e
sobrevivéncia de plantas de interesse florestal ficou evidente quando as tentativas
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de introducdio de Pinus, em regides desprovidas de hospedeiros destes fungos,
falharam em vérios paises.

Em regides sujeitas a reflorestamentos e providas de inéculo
natural de fungos ectomicorrizicos, as inoculagbes artificiais tém um dentre esses
dois objetivos:

a) Aumentar a densidade de in6culo existente; e

b) Introduzir fungos mais eficientes e competitivos.

Nos viveiros onde sio efetuadas desinfestagées do solo, as quais
visam 2 redugao dos efeitos dos agentes fitopatogénicos e, paralelamente reduzem
a viabilidade dos propdgulos de fungos ectomicorrizicos, é geralmente necessdria
a inoculaggo destes fungos, a fim de aumentar a densidade de inéculo existente.
Mudas produzidas em substratos inertes, tais como a vermiculita, geralmente
sujeitas a altas fertilizagoes, também ndo dispSem de micorrizas. Essas mudas,
quando transplantadas, apresentam baixa sobrevivéncia e crescimento reduzido,
o que implica estabelecimentos irregulares, replantio extensos e até abandono, a
longo prazo, das drea reflorestadas.

A introdugsio de fungos ectomicorrizicos de eficiéncia comprovada
e maiscompetitivos tem sido efetuada com sucesso (21, 22, 44). Algumas situagoes
que requerem a inoculagdio artificial de fungos ectomicorrizicos sdo apresentadas
no quadro 1.

METODOS DE INOCULAGAO
Diversos métodos de inoculagdo artificial sdo comumente utiliza-

dbé, conforme resumo no quadro 2 (37).

SELECAO DE FUNGOS MICORRIZICOS

A selec¢ao de fungos éctoniicorrizicos pbde ser efetuada em quatro
niveis distintos ou combinados, desde o cultivo in vitro, até casa de vegetagéo e
campo. : R

Quadro 1. Situagdes que requerem a introdugio de fungos ectomicorrizicos

Fora do habitat natural dos simbiontes

Em solos sujeitos 3 erosio

Em regides sujeitas a repouso prolongado

Em regibes de.cultivo sistemitico de plantas endomicorrfzicas )

Em solos sujeitos a desinfestagdio, fertilizacio ¢ uso de defensivos agrfcolas
Em substratos inertes tipo vermiculita, turfa. . ,utilizados nos viveiros

Em regiGes sujeitas a queimadas sistem4ticas )
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Quadro 2. Métodos de inoculagio de fungos ectomicorrizicos
Métodos Observagdes é'demmum
Inoculagio espontinea Micortizagdo 1o upiformo
Nio permite selegio dos fungos
Solo, acfcula (terrigo) de florestas estabelecidas Nio permite selegio dos fungos
: Problemas logfsticos
Facilita dissemina¢do de-patdgenos
Rafzes destacadas " Facilita disseminagio de patégenos
Nio permite selegio dos fungos -
Restrito para pequenas 4reas

Mlcémzaf;ao ndo um.fome,poiém mdéulo ﬁuro
Nao adequada para fungos que ndo fruuﬁcam
Diffcil obter indculo suficiente a lim
om larga escala pem splicagdo
Melhor método para boa micorsizagio.

.- Diffcil cultivo-de algumas espécies

- Produgio de. infeulo em larga escala diffcil
para alguns fungos

l§2§poms, esbomcmpoé

Micélio vegetativo

Na selegdo de fungos (20, 48) devem ser cons1deradas algumas
caracteristicas, tais éomo:

- a)facilidade de isolamentoe cultlvo em meios convencionais e em
substratos dlspomvels a baixo custo. A maioria dds fungos ectomicorrizicos & de
crescimento lento, razdo pela qual é preferivel selecionar os fungns que apresen-
tem maiores taxas de crescunento e ‘

o b) eﬁcléncla do fungo, com relagio é mpacndade de formar micor-

rizas; .

R ¢) comipetitividade na interagio désse fungo com a microbiota

nativa do solo;

d) baixa especificidade para o conjuntode hospedeiros importantes

na regiio; L o L .

e) adaptabilidade as condigses climaticas e ed4ficas na regido; e
) eficiéncia na promogo do desenvolvimento da planta.

- PRODUGAO DE INOCUL’ANTES

Previamente a produgiio comercial de inoculantés, devem ser
desenvolvidas pesquisas que visem, além da sele¢fo, A definicio de métodos de
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produgio comercial, que conduzam & obtengio de inoculantes com alto potenéial
de colonizacfio para os hospedeiros envolvidos, de qualidade constante e que, apés
o armazenamento, ndo percam a eficiéncia.

No entanto, antes que esta atividade se desenvolva, diversos
obstéculos de natureza técnica e politica deverdo ser transpostos. Estes incluem:

a) desenvolvimento de técnicas eficientes de inoculagio das mu-
das; e

b) realizagfio de estudos da viabilidade econdmica de produgio de
inoculantes nas diversas regides.

B também necessdria a conscientizagio das empresas florestais,
no sentido de uma maior integragio das técnicas de produgio de mudas e das
técnicas qué viabilizam o estabelecimento dos fungos ectomicorrizicos. E, ainda,
importante o estabelecimento de uma politica regulamentadora e incentivadora
do uso de inoculantes de fungos micorrizicos paralelamente aquela que o Governo
estabeleceu para Rhizobium. Este fato, associado a uma comprovagio experimen-
tal da eficiéncia dos fungos selecionados em diversas regides florestais no pa.{s
poderd evidenciar os heneficios derivados do uso de inoculantes.
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O ENXOFRE
E SUAS TRANSFORMAQOES MICROBIANAS

Osvaldo Garcia Jr.("?

INTRODUQAO

O enxofre é um elemento essenmal para todos 0s seres vivos. Além
de sua importéncia na constitui¢éo de proteinas, pela presenca nos aminodcidos
cisteina, cistina e metionina, e também em moléculas importantes no metabolismo
celular, como acetxlcoenzlma-Ag NADH desidrogenase, ferredoxina, etc., o enxofre
em seus estados reduzidos (8%, 5% & fonte de energia para algumas ‘bactérias
quimiolitotréficas, e em seu estado oxidado (SC4%) ¢ aceptor de elétrons oriundos
do metabolismo respiratério de bactérias redutoras de sulfato.

O enxofre é o décimo elemento em abundancia na crosta terrestre,
embora sua presenga seja de cerca de 0.05% do total. A participacdo microbiana
na reciclagem do enxofre serd agora examinada.

o ENXOFRE NO SOLO

O enxofre pode ocorrer no solo nas suas formas organicas e
inorgénicas, sendo que a predommﬁncm de uma ou outra forma dependeré das
condigbes ambientes, as quais determinardo a composi¢io e o grau de atividade
da microbiota transformadora. Assim, em solos férteis a predomindncia é das
formas orgénicas, enquanto em solos 4ridos as formas inorgénicas predominardo.

M pepartamento de Bioqufmica. Instituto de Quimica -- UNESP -- Araraquara, Séo Paulo.
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O enxofre inorginico pode se apresentar em virios estados de
omdagao, tais como, 27, 0, 2%, 4" e 6* com predominAncia dos estados 27, 0 e 6* nas
formas.de sulfetos, enxofre elementat e sulfatos, respectivamente. Enquanto os
sulfetos metilicos séo praticamente insoliveis em dgua, e portanto pouco acessi-
veis a0s microrganismos, os sulfatos, com algumas excegdes (CaS0y, BaS0y4), sdo
virtualmente soltiveis em dgua. Como serd visto posteriormente, somente alguns
m;crorgamsmos metabolizam os sulfetos metdlicos, transformando-os em sulfatos
soluveis

O enxofre ¢ adicionado ao solo na forma de residuos de animais ou
vegetais, fertilizantes quimicos, d4gua de chuva ou intemperizacio das rochas a
partir de minerais sulfetados ou sulfatados primarios (FeSg, ZnS, CaSOy).

Estima-se que 90 x 10° toneladas de enxofre na forma HsS sdo
liberadas anualmente para a atmosfera pela atividade de mlcrorga.msmos Cerca
de 50 x 10° toneladas sao liberadas na forma de SOz pela queima de combustiveis.

Essas formas de enxofre retornam aos solos na forma de HoSO4 pela-chamada
“chuva dcida", a qual acarreta sérios problemas sobretudo em regides altamente
industrializadas (13).

Em linhas gerais, podem-se resumir as transformagies do enxofre
conforme o esquema da figura 1. O desenvolvimento dos microrganismos nos
divérsos passos ‘da transformagdo do enxofre na natureza é de fundamental
importdncia na reciclagem desse elemento. Além disso, um dos processos de
transformacéo de formas. reduzidas de enxofre, especificamente a oxidagio de
sulfetos metélicos: por bactérias do género Thiobacillus, se constitui na base do
processo biotecnolégico conhecido como "h:uvmgao bacteriana de metais”, utiliza-
do em escala industrial.

REDUCAO E ASSIMILACAO MICROBIANA DO ENXOFRE

Normalmente o enxofre inorginico é assimilado como sulfato por
microrganismos e também por formas superiores de vida, Entretanto, o sulfato,
que apresenta o enxofre na sua forma mais oxidada (S%*), sofre uma série de
transformagbes para ser incorporado ao material celular na sua forma reduzida,
na qual o enxofre apresenta valéncia 2 (6).

Os passos dessas transformagdes t8m sido estudados em vérias
espécies de microrganismos, como Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Bacillus subtilis, Micrococcus aureus, Enterobacter aerogenes e Aspergillus niger.
Em linhas gerais o enxofre na forma dé sulfato é reduzido a sulfeto o qual reage
com serina para formar cisteina. Conforme Gottschalk (8) pode-se resumir essa
redugéio € incorporagéo do enxofre, segundo as reagbes a seguir:
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transporte

2= .
—_—
celular ativo” S04 (interno)

503%™ (extetno)

ATP + 503" ATR sulfurilase b5 (adenosisia 5 '~ fosfossulfato) + PPi

ATP + APS Mb PAPS (adenosina 3'-fosfato-5 ‘fosfossuifato) + ADP

PAPS redutase -
2RSH (“°"°"°""“') +PAPS — O TEMAL, 642" | AMP- 3 -fosfato + RSSR ("°Z'd°‘fz‘:;":‘)

SO3"+ 3NADPH, ~uifito redutase ;< +3NADP

Q-acetilserina ’
L-serina + acetll CoA HIS ——lﬁ—v L-cisteina +acetato + H,0

O passo inicial da ativag¢do do sulfato pelo ATP para formar APS
(adenosina-5-fosfosulfato) é provavelment_;_é omesmo em todos osmicrorganismos.
Algumas variagdes nos demais passos, sobretudo em algas, tém sido descritas (9).
O outro amino4cido sulfurado, a metionina, é formado a partir da homoserina que
doa o esqueletode carbono e dacisteina que contribui com o enxofre. Qutras formas
de enxofre, menos oxidadas que o sulfato, também podem ser reduzidas por
microrganismos (9).

A reducio e a assimilagio de sulfato por microrganismos contri-
buem muito pouco para a liberagio de H2S para o ambiente. Essa contribuicfio é
muito mais significativa com os microrganismos redutores de sulfato, que o
utilizam como aceptor final de elétrons. Nesse caso o HeS € liberado para o
ambiente, como serd visto posteriormente.

Entretanto, a importincia dessa imobilizag¢do (temporéi‘ia) do
enxofre é inegdvel, pois apds a morte desses organismos, a matéria orgénica serd
decomposta e o enxofre serd reciclado.

DEGRADACAO MICROBIANA DO ENXOFRE ORGANICO

Como pode ser visto na figura 1, o enxofre entra no solo na forma
.de residuos organicos (restos de animais e vegetais), fertilizantes, efluentes
industriais, 4gua de chuva, etc. No caso de figua de chuva, o enxofre provém da
emanagfio de H2S pelo metabolismo microbiano ou do SO2 proveniente da queima
de combustiveis fésseis. A acdo microbiana assimiladora e redutora do sulfato
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Figura 1. Esquema simplificado das transformagBes do enxofre na biosfera.

transforma esse enxofre inorganico na sua forma orginica, como, por exemplo,
nos aminodcidos cistefna, cistina e metionina.

L Dessa forma, a major parte &0 enxofre do solo estd combinado com
matéria orgénica, e 6 fundamental entio que o mesmo seja mineralizado paraa
reciclagem do elemento.

Basicamente, a degradagfio de matéria organica contendo enxofre
leva a formacio de HeS. A dessulfurizagéo da cisteina nor bactérias pode ocorrer
anaerobicamente segundo a seguinte reagéio (7):

cistefna
HS! —_—
CH2CHCOOH ——— - H,S + NHj +CH3COCOOH

NH,

Além disso, a cistefna pode ser também degradada liberando seu
enxofre em condigdes aerébias na forma de sulfato. O fungo Microsporeum gyp-
seum converte o enxofre da cistefna a sulfato por uma série de reacdes nas quais
sao formados como intermedidrios o 4cido sulfénico e o sulfito (1).

0 ENXOFRE E SUAS TRANSFORMACOES MICROBIANAS. 323

" Por outro lado, a degradagio da metionina por bactérias (Clostri-
dium sporogenes) e por alguns fungos (Aspergillus) leva a formagéo de compostos
-voldteis de enxofre,como.0 mercaptano.

CH3SCH,CH,CHCOOH

- cetobutirato + CH3SHHNHy
(mercaptano).
. NH;
{metionina)

REDUCAO E LIBERACAO MICROBIANA DO ENXOFRE

- A redugio de sulfato por microrganismos nio assimiladores, isto
é, 0 enxofre do sulfato é reduzido a HaS e este liberado, é de grande interesse
geoquimico e ecoldgico. Geoquimico no sentido da participagdo decisiva desse
processo microbiano na degradacio de depésitos minerais diversos e na formagdo
de depdsitos de enxofre. Ecolégico, se analisarmos as inevitdveis alteragbes
ambientes provocadas por esse tipo de atividade microbiana nos microssitios
ecol6gicos onde tais microrganismos proliferam. Desses dois aspectas resulta uma
importancia econémica. S :

.- As vezes chamado de "respiragio do.sulfato®, o processo envolve a
oxidagdo de matéria organica e a transferéncia dos elétrons para o sulfato. Como
sesabe, na respiragio da maioria dos seres vivos, ¢s elétrons derivados da oxidagfio
da matéria organica sio captados pelo O2. Dessa forma o processo de redugdo de
sulfato'é estritamente realizado em’ambiente anaerébio.

Esse processo respiratdrio, a exemplo do sistema aerdbico, é acom-
panhado da liberagao de energia livre, a qual é utilizada para o crescimento dos
microrganismos que utilizam esse sistema. ' :

Pode-se resumir tal processo segundo a equagio:

2C3HgOz + SO4% — 2C2HOg+ 2H20 + 2C02 + ST(AG’ = 88 keal)
(lactato) " (acetato) : . .

A redugio do sulfato e liberagiao do HeS (portanto um processo nio
assimilatério de enxofre, como visto anteriormente) é um processo metabélico
desenvolvido por poucas espécies bacterianas. Os principais géneros envolvidos
sio Desulfovibrio, Desulfotomaculum e Desulformonas. Entretanto, tais bactérias
estdo largamente distribufdas, e sfo responsdveis pela maioria do HgS liberado
no ambiente (14).

Apesar das condigies para uma 6tima atividad_e microbiana serem
relativamente restritas, tem sido detectada a presenca ativa das bactérias redu-
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toras de sulfato em condiges extremas:pH de 4.2 a.10.4; Eh de +350 a -500 mV;
salinidade 1% a saturagio de NaCl (14).

Poucos compostos orgénicos servem como substrato oxid4dvel para
as bactérias redutoras de sulfato. Lactato, piruvato e malato estdo entre os
principais substratos utilizados. A utilizagdo de hidrocarbonetos como substrato
tem sido também relatada e assume uma especial importincia em ambientes
contendo depésitos petroliferos.

Na biogénese de minerais sulfetados (FeSg2, CuS, CuFeS2, ZnS),
bem como na degradagio de minerais sulfatados (MgS504, CaS04) €, também na
formagdio de depésitos de enxofre (S%), parece inegivel a participagfio desse tipo
de bactéria. Destaca-se que estudos em escala de laboratéric demonstram a
possibilidade de se obter enxofre nativo (S°) a Qa:tlr desulfato, com a participagso
de Desulfovibrio na redugio de S04 a §%. Posteriormente, Chlomblum ou
Chromatium (outras bactérias do ciclo do enxofre} podem oxxdar 0S*a S
durante o processo de fotossintese (5).

A importdncia ambiental das bactérias redutoras de sulfato &
destacada por Postgate (12), que enumera uma série de efeitos do metabolismo
dessas bactérias: poluigéo, corrosio, iogénese e degradagdo de depésitos minerais,
envolvimento na inddstria petrolifera (corros&o e degradagio de hidrocarbonetos),
tratamento de efluentes, etc.

OXIDAQAO MICROBIANA DE COMPOSTOS
INORGANICOS DE ENXOFRE

-Dois principais tipos de bactérias do enxofre podem oxidar formas
reduzidas de enxofre inorgénico, tais como 82 S90z% s 0, etc.: a) Bactérias
fot.ohtotréﬂcas e b) Bactérias quimiolitotréficas.

Dois géneros principais constituem os representantes do primeiro
grupo: Chlorobium e Chromatium. Esses microrganismos fotolitotréficos sio
anaertbios estritos e conhecidos respectivamente como "bactéria-verde do enxo-
fre" e "bactéria-piirpura do enxofre” (11). Em seus metabolismos, o sulfeto serve
como doador de elétrons para a realizagdo do processo fotossintético. Elas neces-
sitam desse poder redutor para fixar o COz.

Desse processo resulta a formagéo de S o qual é normalmente
depositado intracelularmente (bactéria-parpura) ou extracelularmente (bactérla-
verde). Em condigbes de deficiéncia de H3S, o enxofre pode ser oxidado a SO4Z".
As-equagbes abaixo. smtetlzam .esse-tipo de metabolismo.

HS + 002 % (CH20) + H0 + 25
HaS + 2C0g + 120 S 2(CHa0) + SO + 2H*

O ENXOFREE SUAS TRANSFORMACOES MICROBIANAS. 325

O segundo tipo de bactérias oxidantes de formas reduzidas de
enxofre, as quimiolitotréficas,sdo os Thiobacilli (16). Além de sua importancia
ecolégica na reciclagem do enxofre, algumas espécies sdo de reconhecida impor-
tancia biotecnolégica. Devido ao seu tipo de metabolismo, essas espécies sdo
utilizadas em escala industrial, em processos de solubilizacdo de metais de
interesse econémico, como por exemplo o cobre e o uranio (2,15,10).

Esse género tem como caracteristica bésica a capacidade de obter
energia para fixar o COg atmosférico, a partir da oxidagdo das formas reduzidas
de enxofre. Devido &s peculiaridades das virias espécies deste género, os Thioba-
cilli podem ocupar uma razodvel variedade de habitats. Assim, Thiobacillus
thioparus utiliza o enxofre (sulfetos, tiossulfato, enxofrenativo, etc.) em ambientes
de pH proximos a neutralidade. Por outro lado, Thiobacillus thicoxidans tem seu
crescxmento acelerado em condigbes dcidas (pH<2.0) e sdao organismos meséfilos
(< 40° C). Um novo género de bactérias oxldanbas de enxofre, Sulfolobus, cresce
em pH baixo (< 2.0) e em temperaturas de 70 a 75° C (3).

Sob o ponto de vista tecnoldgico, duas espécies do género Thioba-
cillus podem ser destacadas: Thiobacillus thiooxidans (17) e Thiobacillus ferroo-
xidans (4). A lixiviagio (solubilizagéo) de metais de grandes pilhas de rejeitos
minerais produzidas em unidades mineradoras era considerada até por volta de
1950 como um processo natural. Com o isolamento e purificagio do Thiobacillus
ferrooxidans, foi possivel correlacionar definitivamente o processo a participagéo
bacteriana. o

O principio desse processo que & utilizado em escala industrial em
vdrios paises (nos EUA, cerca de 20% da produgiio anual de cobre, ou seja 200.000 -
t, sdo obtidas por este processo) baseia-se na capacidade de produzir dcido
sulfitrico juntamente com outro agente oxidante (fons Fea*, no caso do T. ferroo-
xidans) que promovem a lixiviagdo dcida de metais.

O Thiobacillus thicoxidans somente oxida formas reduzidas de
enxofre, conforme a equagao resumida abaixo: '

S 5% + 11205 + Ho0 — H2S04

Além de oxidar o enxofre, o Thiobacillus ferrooxidans utiliza
também o fon FeZ* como substrato oxiddvel, transformando-o'em Fe**

4FeS04 + 02 + 2H2S04 — 2Fe2(S04)3 + H2O

Em ambientes contendo sulfetos metélicos, ocorre a oxidagao
desses minerais e a consequente solubilizagdo dos metais presentes. Para a-pirita,
tem-se:

FeSg + Ho0 + 31209 — FeS04 + HaSO04
4FeS04 + 2H2S04 + Oz — 2Fe2(804)3 + H20
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O 4cido sulftirico e o sulfato férrico produzidos podem atacar um
outro sulfeto metdlico ou um mineral contendo o metal em seu estado reduzido.

Por exemplo:
CuFeSs + 2Fe2(S04)3 + HoO + O2 — CuSO0y + 5FeS04 + 2H2S04

(solavel)
U092 + 9Feq* + H2S04 — UO2S04 + 2FeS04
insolavel ~ solavel

O sulfato ferroso (FeSO4) gerado3na oxidagdo do urériio (U4+2,
podera ser novamente oxidado a sulfato férrico (Fe’*), o qual oxidard até ,
tornande-o solavel.

CONSIDERACOES FINAIS

A reciclagem do enxofre nabiosfera é de fundamental importancia
para todos os organismos. Os microrganismos responséveis pelo c:iclo do enxot‘fe
devem, portanto, merecer um significativo interesse cientifico. Além dm razio
bésica, outros fatores justificam plenamente esse interesse. A inegével mﬂu.énma
que tais micorganismos exercem na estrutura dinamica e evolutiva do ambiente,
poderd ser comprometida pela agfo cada vez mais intensa e desordenada do
homem na natureza.

O aprofundamento dos conhecimentos sobre esses microrganis-
mos ndo sb permitird um comportamento mais racional do homem frente ao
ambiente, como também podera proporcionar um melhor aproveitamento d.os
eventuais produtos desse metabolismo. Como foi visto, alguns tiposde mecanis-
mos microbianos em relago aoenxofre levam & produgéo de materiais deinteresse
tecnolégico. Outros tipos podem determinar processos corrosivos, tendo po_rtanto
também interesse econémico. No que se refere & agricultura, é patente a impor-
tancia dos microrganismos na reciclagem do enxofre, pois uma disponibilidade
adequada das formas assimildveis desse elemento pelos vegetais depende funda-
mentalmente da atividade microbiana no solo.
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TRANSFORMA(}()ES MICROBIANAS
DE OUTROS ELEMENTOS
(Potassio, Micronutrientes e Metais Pesados)

Mariangela Hungria'’ & Segundo Urquiaga™

INTRODUCAO

Os microrganismos, como membros produtores, transportadores
e consumidores do ecossistema do solo, estdo envolvidos no fluxo de energia e na
ciclagem dos elementos, podendo alterar fortemente a sua disponibilidade. As
pesquisas, entretanto, tém enfocado principalmente o papel dos microrganismos
nas transformagdes do C, N e P. Isso pode ser explicado pelo fato de que o K ndo
pode sofrer a maioria das reagdes que ocorrem com os outros nutrientes e, também,
‘porque até pouco tempo atrés, foi dada pouca importancia aos micronutrientes,
elementos toxicos e elementos raros. Com a intensifica¢io da agricultura, porém,
surgiram os problemas de deficiéncia de micronutrientes, particularmente nos
solos de baixa fertilidade ou de fertilidade marginal. Por outro lado, com o
incremento no uso de insumos agricolas, iniciaram-se os relatos de acimulo no
solo e na dgua de elementos téxicos, como: As, Hg, Pb ou mesmo Cu, Zn e Mn,
introduzidos juntos com os pesticidas; Cu, Ni, Pb e U que podem acompanhar os
fertilizantes e corretivos; diversos outros elementos podem também ser introdu-
zidos por esgotos domésticos ou de fibricas e por alguns microrganismos. Inten-
sificaram-se, ainda, os estudos sobre a extragio de elementos raros presentes no
solo.

De um modo geral, a ciclagem dos elementos a serem discutidos
neste capftulo pode estar numa das seguintes categorias:

M EMBRAPA/CNPBS, Km 47 da antiga rodovia Rio-Sao Paulo, CEP 23.851, Seropédica, RJ.
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a) conversoes de oxidacgdo ou de redugéio das formas inorgéinicas.
Normalmente a oxidagéo é catalisada por bactérias quimiolitotréficas;,

‘ b) conversdes da forma inorgénica para orgdnica (imobilizagso) e
da forma orgAnica para a inorgénica (mineralizagao), e

c¢) transformagdes indiretas resultantes da atividade metabélica
dos microrganismos, alterando o pll, a presséo parcial de Oz, etc.

FERRO

O ferro (Fe) é um micronutriente importante que, embora esteja
presente no solo em quantidades elevadas, muitas vezes se encontra em forma
nio disponfvel as plantas, havendo relatos, mesmo em solos brasileiros, de
deficiéncia desse nutriente. As transformagbes microbianas de minerais metdli-
cos, principalmente aqueles contendo Fe, assumem, assim, um papel importante
na disponibilidade deste elemento. Podemos dividir as transformagdes do Fe por
microrganismos em 4 classes, descritas a seguir:

OXIDACAO DO iON FERROSO A ION FERRICO

Certas bactérias podem oxidar o fon ferroso ao estado férrico. Essa
reagdo de oxidagido pode ser representada pela equagéo:

4Fe® 1 O+ 4H'— 4F?* +2H20 + 4 €
fon ferroso ‘ ion férrico

Alguns autores preconizam que a oxidacdo do fon ferroso ocorre
facilmente em termos fisico-quimicos, o que indica que a a¢do dos microrganismos
n#o deve ser relevante.

A oxidagéo biol6gica, porém, ocorre rapidamente em valores de pH
entre 2,0 e 4,5, enquanto que a oxidagdo quimica nessa faixa de pH € muito lenta,
apresentando seu pH 6timo préximo da neutralidade. Apés a oxidagdo, o fon
férrico, que é muito menos solivel, precipita como hidréxido férrico, Fe(OH);3.
Varias bactérias sdo capazes de promover essa oxidacdo. Thiobacillus ferrooxi-
dans é muito estudado devido a sua vasta distribuigdo, ocorrendo desde em regides
do fundo do mar até em rochas desérticas e sendo muito comum em solos
sulfatados 4cidos, bem como minas de carvao e urdnio. Essa bactéria, por ser
quimiolitotréfica, pode obter energia pela oxidagdo tanto do S, como do Fe (5).

Nos locais ricos em pirita e marcassita (FeSg), estas séo rapida-
mente oxidadas pelo Thiobacillus, produzindo minerais do tipo jarosita
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EFe3(OH)6(S04)2). E possivel que outros sulfatos férricos bdsicos também se
formem, dependendo das argilas e cdtions disponiveis no local (12). Leptospirillum
e Sulfolobus sao outros géneros associados com a oxidagdo do Fe, além de alguns
microrganismos quimiorganotréficos, os quais obtém pouca ou nenhuma energia
desse processo.

Algumas bactérias sfio capazes de oxidar os ions ferrosos (embora
geralmente nio obtenham energia pelo processo de oxidag#io) e depositar hidréxi-
dos de Fe em estruturas externas as células. Essas bactérias foram denominadas
de "bactérias do ferro” e pertencem aos géneros Gallionella, Crenothrix, Leptoth-
rix, Siderocapsa, Sphaerotilus, Clonothrix, Metallogenium e s bactérias filamen-
tosas, Pedomicrobium e Hyphomicrobium, entre outros génercs (7). Algumas
dessas bactérias podem ser reconhecidas facilmente pela morfologia de suas
estruturas externas incrustadas de metais.; Hoje, apesar das dificuldades que
envolvem esses estudos, ja foram identificados, sob condigdes ambientes e de
laboratério, diversos fungos, algas e protozodrios que também depositam hidréxi-
do férrico em polimeros extracelulares, que podem ser complexos protéicos,
protéico-lipidicos ou polissacaridico-acidicos (18). Também & possivel que alguns
hidréxidos de Fe com carga, como o Fe(OH)2*, possam se ligar aos polfmeros com
carga negativa produzidos por esses microrganismos e, depois, essa deposicdo
continuaria biolégica e abiologicamente. Alguns destes microrganismos tém vasta.
distribui¢ao e estdo sempre associados a depdsitos de Fe e Mn e também podem
conter outros metais de grande importancia econdmica (6,7).

As reacbes de oxidaggo pelo Thiobacillus produzindo H2S04, tém
importancia econdmica e ecolégica, pois dificultam a recuperacdo agricola de
alguns solos, o reflorestamento em dreas de minas e a construgio de edificios
devido ao grande poder de corrosdo (9). A importéancia da oxidagdo também estd
ligada a lixiviagAo biogeoquimica de metais raros, como o urénio e ouro, associados
aos minerais que contém Fe. Finalmente, as bactérias que precipitam o hidréxido
de ferro podem acumular os precipitados e entupir os encanamentos e depésitos
de dgua, alterando a cor e paladar da dgua para o consumo.

Pelo fato de que a maioria dos solos contém quantidades reduzidas
de 8, a formagao de HaSO4 ocorre em baixos niveis, normalmente nfo afetando o
pH do solo.

REDUCAO DO iON FERRICO A {ON FERROSO

Alguns microrganismos podem promover a reduggo do Fe3+, numa
reagio que pode ser representada por:

Matéria organica + Fe'3 +&” — Fe?*

Nos solos bem aerados, a maior parte do Fe est# no estado oxidado,
mas, quando tém inicio condigbes anaerébias, aumenta rapidamente a concentra-
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¢da do fon ferroso, numa reagéo totalmente bioldgica, com pequena ou nenhuma
ocorréncia em solo estéril e cuja velocidade aumenta consideravelmente com a
adigAo de matéria organica. O processo de redugdo também pode ocorrer em solos
drenados com micressitios temporariamente anaérébios, tendo grande importan-
cia a interface aerdbia-anaerdbia dos agregados do solo. J4 foram identificadas
bactérias anaerdbias facultativas pertencentes aos géneros Bacillus, Klebsiella,
Pseudomonas e bactérias anaerébias dos géneros Clostridium e Desulfovzbrzum,
que sio capazes de reduzlr o Fe. De um modo geral, nio h4 uma enzima especifica
rosponsavel pe lo processo. que resulta indiretamente da atividade metabélica, pelo
consumo de Oz, abalxando o] potenc1al de oxi- redugéo J4 foram porém identifica-
dos alguns mlcrorgamsmos que, sob condigbes anaerébias, podem usar o Fet3
como aceptor final de elétrons e, nesse caso, apresentando uma conversao enzi-
matica do fon. O processo de redugao pode levara grandes prejuizos econdmicos,
devido a corroséo das tubulagtes de Fe. Um, fensmeno que possivelmente ests
associado com a redugdio microbiana do Fe éa gleizagdo dos solos inundados,
atribuida ao sulfeto ferroso produzido sob. anaercbiose, quando o teor de égua
aumenta (3, 8, 15, 25, 26).

" IMOBILIZACAO E MINERALIZACAO DO FERRO

O Fe pode estar ligado a vdrios complexos orgnicos do solo. O
ataque de diversos microrganismos quimiorganotréficos, aerébios e anaershios, a
fim de utilizar energeticamente a fragéo orgﬁmca, promove a libera(;ao do Fe
in’organico' na solugdo do solo, que & precipi
microrganismos responséveis pela mineralizagio do Fe incluem diversos géneros
de bactérias, como Pseudomonas, Bacillus, Serratia, Acinetobacter, Klebsiella,
Mycobacterium, Corynebactenum espécies de Nocardia e Streptomyces, diversos
fungos filamentosos, e, para os compostos organicos de Fe caracteristicos do
hamus, o Pedomicrobium, Metallogenium e Seliberia. O Fe liberado desses com-
postos orgénicos e o Fe mineral solivel do solo também podem ficar imohilizados
em moléculas orgénicas dos microrganismos, mas posteriormente sio minerali-
zados em quase sua totalidade (24).

TRAN SFORMAQOES INDIRETAS RESULTANTES
DA AQAO DE SUBSTANCIAS PRODUZIDAS
’ POR MICRORGANISMOS
Muitas bactérias, fungos e liquens produzem #cidos (carbanico,

nitrico, sulfiricoe Acidos orgénicos) que podem dissolver o Fe de ineraiserochas,
hberando esse elemento para a-solucio (23). -

Quase todos os microrganisiios aerébios e anaerdbios facultativos
excretam também quelantes de baixo peso moletular, éomo os catecdis e hidroxa-
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matos, que podem complexar e solubilizar o Fe (20,21). A importancia desses
agentes, que foram chamados de sideréforos, advém do fato de que o fon férrico é
extremamente insoliivel em ambiente aerébio e pH blolégmo e a produgio de
quelantes com constantes de ligagdode - aproximadamente 10% pode ser de grande
importancia para a solubilidade desse nutriente.

Os sideréforos podem ser abundantes no solo (0,13 a 0,20 mg de
siderdforos por kg de peso seco de solo em uma cultura de arroz inundado,
provavelmente produzidos por cianobactérias) (2). J4 foram identificados diversos
sideréforos produzidos por fungos e bactérias do solo, recebendo os nomes de
pseudobactin, rizobactin, aerobactin, entercbactin, agrobactin, ferricromos, dcido
rodotorilico, ferrioxaminas, dcido dimeramico, fusarininas e esquizoguinas
(2’18)‘ ......... , .

E provavel que a principal fincdo dos sidertforos seja a de nfo
tornar o Fe disponivel aos patégenos. Desse modo, algumas bactérias denomina-
das "rizobactérias promotoras do crescimentodas plantas” conseguiram aumentar
a produtividade de culturas como a batata, beterraba e rabanete; nio tornando o
Fe disponivel aos patégenos do solo ou até evitando a germinacio de esporos de
fungos (14,19). E possivel que a capacidade de colonizagdo das plantas por
microrganismos associativos seja favorecida pela produgéio de sideréforos, haven-
do também indicacgdes de que os siderdforos produzidos por microrganismos sio
uma fonte importante de Fe para as plantas sob condigbes de deficiéncia de Fe.
Além disso, a produgao dos siderdforos também pode representar uma grande
vantagem competitiva para os microrganismos que os produzem (10).

O papel dos sideréforos na agricultura tende a ser cada vez mais
investigado. (Ver Capitulo 4)

MANGANES

O manganés (Mn) é o micronutriente mais abundante no solo
depois do Fe e ambos sdo muito semelhantes, tanto no comportamento quimico-
como na ocorréncia geolégica. As principais diferengas quimicas estdo na natureza
mais eletropositiva do Mn e na maior solubilidade e menor estabilidade dos seus
compostos. O Mn ocorre no solo nas formas bivalente (Mn?*) e tetravalente (Mn*4,
na forma de 6xidos, MnOz2). A forma trivalente, Mn203 é muito instdvel, sendo
dificilmente encontrada na natureza. Das duas formas principais, o fon predomi-
nante é uma fungio do pH, conforme pode ser visto na equagio abaixo:

{alcalino) (dcido) .
MnOz + 4 H* + 2¢& — Mn?' + 2H20

O Mn?* é a forma solivel e assimildvel pelas plantas, predomi-
nando em valores de pH abaixo de 5,5 e condigbes aerébias, ou em pH maiselevado
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e condigdes anaerdbias. Em pH acima de 8,0, o fon é oxidado espontaneamente,
formando §xidos inertes, nac disponiveis as plantas. Devido & pequena porcenta-
gem de Mn nas células microbianas, considera-se a imobilizagio desprezivel, e a
oxidagéio e a redugdio sid, portanto, os principais processos.

OXIDACAO BIOLOGICA DO Mn2*
R * A oxidagéo biolégica do Mn?* tem' importancia entre pH 5,5 e 9,0
e € mais rdpida em valores préximos da neutralidade. Abaixo de pH 8,0 hd pouca
o%idagho quimica. A oxida¢ao do MnZ* ocorre tanto na superficie do mar como no
solo, e os 6xidos produzidos microbiologicamente parecem apresentar uma forma
intermedidria entre a tri e tetravalente, mas pouco se sabe sobre o aproveitamento
pelas.plantas dessas formas intermedidrias. J4 foram identificados- diversos
géneros. de bactérias capazes de realizar a oxidagdo, tais como: Arthrobacter,
Bagillus, Corynebacterium, Pseudomonas, Kiebsiella, Metallogenium, Pedomicro-
bium e os fungos Cephalosporium, Cladosparium, Curvularia e Fusarium (1).

- C As "bac't.é_r_.ia's do ferra”, j4. discutidas anteriorment_:é, também
>m oxidar oMn?*e depositar MnOg em polissacarideos extracelulares (7).

: A oxidagdo microbiolégica do Mn%* pode ocorrer indiretamerite
pela produgfio de substéncias que alteram o pH. Grande parte dos relatos de
oxidacso, porém, parecem estar diretamente relacionados a mecanismos de pro-
tegfio contra toxidez de O2. A oxidagdo do Mn?* com pequenas quantidades de
H202 produzido durante o crescimento aerébio pode livrar. as células do HoOg
toxico e a oxidagdo também pode substituir o papel da super6xido dismutase, na
protecdo contra a toxidez pelo H202. Algumas bactérias também parecem poder
obter energia ttil desse processo dé oxidagio (25).

. A proliferagdodos microrganismos que oxidamo MnZ* narizosfera
pode levar as plantas & deficiéncia desse micronutriente.

REDUGAO DO MnO2 A Mn?*

Esse processo é muito semelhante 4 redugiio do Fe. Pode ocorrer
pela produgio de dcidos, abaixamento do potencial de oxi-redugéio ou remogdo do
O2 pelo metabolismo microbiano, -havendo entdo uma redugio quimica. Mas
também pode ocorrer uma redugdo direta, quando 0 MnO2 funciona como aceptor
final de elétrons na cadéia respiratéria. Diversos microrganismos, como Bacillus,
Clostridium, Micrococéus, Pseudomonas e vérios fungos podem realizar a reducio,
que aumenta consideravelmente com a ‘adigdo de matéria organica.
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BIOTRANSFORMACOES DE OUTROS
MICRONUTRIENTES

O zince (Zn), cobre (Cu), molibdénio (Mo) e boro (B) séo necessdrios
aos microrganismos estimulando fortemente o seu crescimento, como no caso de
fungos na presenca de Zn. Esses micronutrientes, por estarem associados a
matériaorganica, sofrem os processos demineralizagdoe imobi lizagdo. Em alguns
casos, a imobilizagio tempordria desses nutrientes pode levar as plantas a
deficiéncia (17).

Esses micronutrientes também podem sofrer transformagdes in-
diretas, tais como: a) solubiliza¢io desilicatos que contenham esses micronutrien-
tes pela agdo de 4cidos orgénicos ou inorgénicos, resultantes do metabolismo
microbiano; b) queda do pH resultante da oxidagio do NHy na nitrificagéo ou do
S pelo Thiobacillus, podendo favorecer a disponibilidade do Zn e Cu; e c) oxidagao
do S e de minerais contendo micronutrientes, como é o caso do ZnS, podendo o
metal ser liberado numa forma soltivel. O Cu, porém, parece também sofrer
oxidagdo. Na presenga de Cu2S, os fons cuprosos podem ser oxidados por T_'hioba-
cillus ferrooxidans numa reagdo enzimitica, que.pode sustentar o crescimento
quimiolitotréfico déssa bactéria (17,22,28). ’

POTASSIO -

Os minerais, particularmente os feldspatos, constituem a princi-
pal reserva de potassio (K) dosolo. Nossistemas bioldgicos, este nutriente s6 existe
no estado monovalente, ndo ocorrendo, portanto, as reagbes de oxidacéo e redugio
que tipificam as transformacoes microbiolégicas do N; S, Fe e Mn. As reagbes
envolvendo o K podem ser classificadas como se segue.

IMOBILIZACAO E MINERALIZACAO

A microflora tem influéncia no nivel de K disponivel, &specialmfax}-

te em solos pobres, podendo competir com as plantas no caso de baixa disponibi-
lidade do nutriente. Essa imobilizagio, porém, é apenas tempordria e, com a morte
dos microrganismos, o K é liberado das células por mineralizagao. Acredita_-‘se-que
.08 microrganismos possam ser responsdveis pela mineralizagio de aproximada-
mente 1/3 da quantidade total de K contido nas células e ligado aos complexos

orgAnicos de plantas e microrganismos. Os outros 2/3do K, por estarem fram}nen-

te ligados, sfio imediatamente solGveis, néo requerendo a intervengéo de micror-

ganismos (1).
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TRANSFORMACOES INDIRETAS

Diversos microrganismos (bactérias, fungus e actinomicetos) con-
seguem solubilizar o K através da decomposi¢io de minerais silicatados _(27).
Desse modo, jé foi relatado o crescimento de Bacillus, Pseudomonas, Aspergillus,
Penicillium e outros microrganismos em meio deficiente em K, mas ao qual se
adicionaram silicatos de aluminio insolaveis. O K pode ser liberado de minerais
como a biotita, muscovita, microclina, nefelina, leucita, ortocldsio e minerais de
argila como a montmorilonita (1, 11, 13, 27).

A liberagaodo K desses minerais ocorre, principalmente, pelaagio
de 4dcidos produzidos pela atividade biolégica. Por outro lado, a prépria remogao
do K soliivel pela assimilagdo microbiana favorece a liberagio do K dos minerais,
aumentando o gradiente de concentragio durante a reagdo de hidrélise dos
minerais.

TRANSFORMACOES DE ELEMENTOS TOXICOS:
MERCURIO, CADMIO, CHUMBO, ESTANHO E ARSENIO

O mercario (Hg) participa de um ciclo bastante complexo na
biosfera. As rochas e sedimentos marinhos contém a maior parte do Hg da terra
mas, atualmente, a atividade humana na mineracio € nas indastrias adiciona
quantidades considerdveis de Hg ao meio ambiente.

Alguns microrganismos realizam a metilagdo do Hg, processo este
muité importante, uma vez que mobiliza o Hgdos sedimentos através da formacédo
de monometilmerctrio (CHsHg)* ou dimetilmercirio (CHaHgCH3), muito téxicos
aos animais. Também h4 indicagbes de metilagdo do cddmio (Cd), chumbo (Pb),
estanho (Sn) e arsénio (As), havendo a formagio de compostos que, como no caso
do Hg, séo ainda mais toxicos. As bactérias anaerébias que vivem na superficie
de sedimentos marinhos fazem a metilagdo do Hg pela excrecio de metilcobala-
mina, que serve como doador do grupo metil. No solo, a metilagéo é realizada
também por bactérias anaerébias, fungos, leveduras e, possivelmente, mesmo por
bactérias aerdbias, que sintetizam a vitamina B12 (cobalamina) ou que possam

usd-la quando disponivel, tendo.sido-identificadas; em-laboratério, culturas de
Bacillus, Clostridium, Mycobacterium, Pseudomonas e dos fungos Aspergillus,
Neurospora e Scopulariopsis com esta capacidade.

Existem diversos relatos de bactérias resistentes a teoreselevados
de Hg e organomercuriais. Estas bactérias possuem mecanismos de desintoxica-
¢do'que podem incluir: ‘1) sintese de grupos tiol que se ligam do Hg tornando-o
menos t6xico; 2) barreiras de permeabilidade que limitam o acesso 4 célula e 3)
eliminagio do metal do meiode crescimento pela redugdo, chegando a volatilizagio

S —
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como Hg’. J4 foram isoladas enzimas envolvidas na desintoxicagdo, como a
redutase do Hg?* e as liases.

Algumas bactérias quimiolitotréficas e quimiorganotréficas tam-
bém sio capazes de solubilizar os metais téxicos contidos em minerais como o PbS
e CdS (25). ‘

O As ¢ mais aburidante do que o Hg na natureza, ndo havendo,
entretanto, evidéncias de que haja bioacumulagédo considerdvel desse metalside.
Alguns microrganismos, em solos tratados com pesticidas e herbicidas, podem
produzir compostos gasosos contendo As. Também jd foi relatada a oxidagdo do
As* aAs"s, que € menos téxico. A redugdo do arsenato a arsenito j4 foi observada
em Chlorella.

O FATOR BIOTICO NAS TRANSFORMACOES
DE ALGUNS OUTROS ELEMENTOS

O selénio (Se) é importante porque, em baixas concentragoes,
tem-se mostrado estimulante para o crescimento das plantas, assim como hd
evidéncias de que seja indispensével & nutricdo animal e crescimento de alguns
microrganismos. Mas, em muitas situagbes, as plantas podem acumular niveis
acima de 4 ppm, ficando toxicas aos animais. Niveis elevados de Se também podem
ser tdxicos aos microrganismos. Algumas plantas assimilam Se e quando sub-
metidas & mineralizagao, poderd ocorrer a metilagdo pelos microrganismos. Tam-
bém h4 indicagdes de oxidagdo do Se elementar e de redugdo do selenato e do
selenito do solo por alguns microrganismos. O teldrio (Te), que pode ser muito
toxico acs microrganismos, também parece sofrer as mesmas transformagdes do
Se (4, 25). :

Uma nova bactéria, Stibiobacter senarmontii é capaz de oxidar o
antimonio da forma Sb*3 a Sb* 5 usandoessa reagdo aparentemente para produzir
energia.

Em relagfio ao cdlcio (Ca), a produgfio de dcidos orgdnicos e
inorgéanicos pelos microrganismos pode solubilizar o Ca das rochas calcarias. Em
ambientes marinhos, 0 CO2 preso na forma de bicarbonato de Ca & removido pelos
microrganismos fotolitotréficos, precipitando entéio carbonato de cdlcio ou, quando
existirem fosfatos, fosfatos de c4lcio (16).

O silicio (S1)  essencial para alguns microrganismos, e pode sofrer
solubilizagdio pela agdo de dcidos orgnicos e inorganicos produzidos pelos micror-
ganismos do solo. A atividade dos microrganismos, produzindo 4cidos e agentes
quelantes também pode liberar, de minerais ou sais insoltveis, o magnésio (Mg).
aluminio (Al), sédio (Na) e outros elementos (11).
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CONCLUSAO

O interesse pelo papel dos microrganismos na ciclagem de outros
elementos cresce, entéo, devido asua importancia econdmica, ambiente e geoqui-
mica. A agricultura moderna e racional exige a intensificagdo dos estudos sobre
essas transformagcdes, que podem provocar um aumento ou diminuigio na dispo-
nibilidade tanto de nutrientes, como de elementos toxicos as plantas, afetando
diretamente o seu crescimento. Além disso, as pesquisas nessa drea podem
conduzir ao melhor conhecimento da fisiologia do crescimento dos microrganis-
mos, que poderdo ser usados para o controle da poluigao ambiente e para a
recuperaciio de minérios de grande valor econdmico que se encontram em baixa
concentragfio nos solos.

No Brasil, como em outros paises do terceiro mundo, estes estudos
séo de importancia ainda maior, visto que a legislagio ainda permite a aplicagéio
de elementos pesados na forma de defensivos agricolas.
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DEFENSIVOS AGRICOLAS E SUA INTERACAO
COM A MICROBIOTA DO SOLO

Maria Raphaela Musumeci’

INTRODUCAO

Os defensivos agricolas ou agrotux.zos séo substancias quimicas
destinadas ao controle das pragas e doengas de culturas agricolas, que atingem o
solo,ndo s6 pela incorporagdo direta pela superficie, como também através do
tratamento de sementes com fungicidas e inseticidas, no controle de fungos
patogénicos do solo ou da eliminagéo de ervas daninhas por herbicidas. Esses
compostos podem ainda atingir o solo de forma indireta pela pulverizagio das
partes verdes dos vegetais e pela queda de frutos e folhas que receberam a
aplicacgao dos agrotéxicos e que sdo incorporados ao solo.

Assim, os defensivos destinam-se a, em beneficio da agricultura,
alterar o balango ecoldgico pela eliminagio das espécies indesejaveis, em favor das
espécies consideradas aproveitdveis para a continuagéo da existéncia humana.

Entretanto, a propria natureza regida por tio variados processos
biolégicos e bioquimicos torna pouco provével que, mesmo compostos altamente
especificos, ndo afetem outros organismos além daquele organismo ao qual se
destinam, na sua tarefa de controle de uma doenga, praga ou erva daninha. E, por
isso, importante que o homem verifique quais as mudangas ecolégicas que os
defensivos podem produzir, e se essas mudangas sdo permanentes ou temporérias.
Um perfeito conhecimento e compreensio do comportamento desses compostos
nos solos e dos processos do solo que afetam os agrotéxicos, torna-se assim,
necessdrio, se sho desejiveis os métodos para controlar a persisténcia do defensivo
e minimizar seus efeitos deletérios ao meio ambiente.

D Instituto Biolégico, Caixa Postal 7119, CEP 04014, Sdo Paulo, SP.
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PERSISTENCIA E DEGRADACAO

A duragdo do efeito de um pesticida e sua permanéncia no meio
ambiente estabelecem a persisténcia desse composto, sendo esta influenciada pela
estrutura quimica do composto e pelas condigbes ambientes. Os compostos orgi-
nicos sintéticos podem desaparecer do solo através de varios processos, a saber:
volatilizacdo, lixiviagaoe reagGes quimicas, de natureza hidrolitica ou por ‘fobc’{lise:.
Em muitas circunstdncias, porém, o desaparecimento_do agrotéxico é atribuido a
atividade microbiana do solo (Figura 1). :

O termo degfadaf;éé tem sido utilizado para a descrigio .de trans-
formagbes de todo o tipo, incluindo aquelas que originam produtos mais t.oxloos
que o composto inicial, pelasua inativagdo, assim como aquelas responsaveis pela
completa mineralizagéo até COg, Hg0, NO3; etc. :

VOLATILIZAGRO . _
DEGRADACAO QUIMICA

E
FOTOQUIMICA

APLICAGAO
AGRICOLA

= BIODEGRADAGAO

LIXIVIAGAD

PERSISTENCIA

Figura 1. Processos que podem afetar a persisténcia .de pesticidas no solo.

DEFENSIVOS AGRICOLAS E SUA INTERACAO... 343

INTERACAO AGROTOXICOS/MICRORGANISMOS

A degradagiio microbiana se apresenta como o fator mais decisivo
no comportamento e destino dos agrotéxicos no solo. Se um composto quimico é
persistente, de duragfio tempordria, ativado ou desativado, ou se vier a se consti-
tuir num problema residual, tudo isso depende muito de seu metabolismo pelos
microrganismos do solo.

Embora a degradacdo microbiana dos xenobi6ticos pudesse ser
uma regra na natureza, diversas caracteristicas da molécula quimica - tais como:
as ligactes do cloro e dos outros halogénios, anéis arométicos altamente conden-
sados, ligagbes em sequéncias tercidrias ou quaterndrias de atomos de carbono -
s#o algumas das razdes mais comuns para a resisténcia de compostos xenobiéticos
4 biodegradagdo, introduzindo-se para estes compostos persistentes o termo
"moléculas recalcitrantes”. Ainda podem levar & persisténcia do agrotéxico outras
razdes como: "

a) a inibigio da sintese de enzimas de microrganismos capazes de
atuarem na sua degradagfio;

Quadro 1. Mecanismas utilizados por microrganismos na degradacio de moléculas recalcitrantes (Fuller
& Warrik) (21) . K

Sulstrato Reagiio

Ester ~ RC(O)OR*—> RC(Q)OH

Fter AIOR —> ArOH

Lig C-N R(RINR** = R(R INH efou = RNH;

RN(Alg); -+ RNHALq efou = RNH,
RNHCH(R 9)R ** '~ RNH,
RNH,CHLR *P RNH,

NOC(O)R RCH =NOC(O)R - RCH =NOH.

LigCS RSR* = ROH e¢fou HSR *

Lig C-Hg RHgR * = RH efou Hg

Lig C-Sn R3Sn0H —* 2R,Sn0 —> RSnQ,H

CcOP (AlqO);P(MR — AlqQOHO)P(®)R efou -+ (HO),P(HR
AfOP(*)(R)R * > ArOH ¢/ou —> HOP (H(R)R 9

PS RSP(O)R90Alq = HOP(O) (R 90Alq

Ester sulfato RCH,08(02)0H = RCH,OH sfou HOS(0,)OH

SN ArS(0,)NH = ArS(03)0H

$S RSSR - RSH

* =So0u0

R = radical orginico alifftico

Ar = aromdtico

Alq = alquil

Lig = ligagdo
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b) uma impossibilidade do composto de penetrar na célula micro-
biana pela falta de enzimas adequadas;

c) insolubilidade do composto-e, portanto, uma ausénCIa de dispo-
nibilidade ao ataque do mlcrorgamsmo,

d) o alto poder de adsor¢ao do agrotéxico ao solo, ou

e) uma toxidez excessiva do composto original e de seus metabéli-
tos iniciais. 7 o ] .

Todavia, a atividade microbiana que utiliza para’ seu préprio
desenvolvimenbo e cr%cimento o agrotéxico como fonte de carbono e ‘energla
nicas, ou ainda em compostos que podem ser usados em um ciclo oxidative como
o ciclo de Krebs, removendo, dessa maneira, a toxidez potencial do agrotéxico do
meio ambiente.

O fato de que os agrotéxicos possam ser utilizados pelos microrga-
nismos do solo como-fonte de carbono e de energia para o seu préprio desénvolvi-
mento e crescimento propiciou a utilizagfio das técnicas do enriquecimento do solo
com esses mesmos compostos, para o isolamento de microrganismos atuantes nos
processos -de degradacdio de determinados compostos. Entretanto, verificou-se
posteriormente que outros mecanismos, como transformagbes co-metabdlicas,
reagdes de conjugacéo e o simples acimulo de um composto num micrébio, sdo
importantes fatores de interferéncia microbiana e da remogdo do agrotéxico.
Portanto os principais mecanismos de detoxifica¢ao do solo compreendem:

a) Mineralizagéio ou degradagéio completa, conforme ja discutido.

b) Co-metabolismo - Na atividade co-metabélica (1), o microrga-
nismo pode transformar o agrotixico sem dele retirar energia para o seu desen-
volvimento. O co-metabolismo néo leva, em geral, a uma completa degradacioda
molécula do agrotéxico, porém causa a sua redugio.

c) Conjugagdo - No processo de conjugacéo, a molécula integral do
xenobiético ou um seu metabélito se combina com compostos naturais dosolo como
os amino4cidos ou carboidratos. A formagao do ¢onjugado normalmente torna a
molécula mais polar e assim mais hidrolisdvel.

d) Acttmulo - O acimulo de agrotéxicos por microrganismos pode
ocorTer por um processo ativo ou passivo e traz uma grande preocupacdo, uma vez
que essa interferéncia microbiana significa apenas a remogéo tempordria da
molécula t6xica. Compostos organoclorados como o DDT, dieldrin, aldrin e hepta-
clor foram detectados nas células de fungos do solo e no micélio de fungos
cultivados em meio de cultura acrescidos desses compostos.
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METODOS DE AVALIAQAO DO COMPORTAMENTO
' DOS AGROTOXICOS NO SOLO

Nas tltimas décadas, diversas técnicas se desenvolveram para
tais estudos. O emprego da tecnologia nuclear, permitindo a utilizagdo de compos-
tos marcados associada a outras técnicas de andlise, tais como a cromatografia a
gds, acromatografia em camada delgada, e a cromatografia liquida de alta presséo
associada & espectroscopia de massa, tudo isso permitiu uma avaliagéo qualitativa
€ quantitativa do metabolismo de agrotéxicos.no solo.

Por outro lado, a influéncia dos microrganismos no comportamen-
to dos agrotéxicos vem sendo estudada pela comparacdo do metabolismo em
amostras de solos esterilizados (por autoclavagem radiagdoy, fumigagéo, inibido-
res microbianos) e em solos naturais. A seguir, o isolamento de microrganismos
efetivos na degradacéo e sua atuagfo comprovada por bicensaios (cultivo do
microrganismo em meio acrescido do agrotéxico) é mais um passo na avalla(;ao do
comportamento do agrotdxico num ecossistema.

COMPQRTAMENTO DE AGROTOXICOS NOSOLO

Inseticidas organoclorados

Os inseticidas organoclorados incluem, eitre.outros, o DDT, al-
drin, dieldrin, lindano, endosulfan, isodrin, heptaclor. -

Situam-se estes compostos entre os agrotéxicos mais persistentes
no meio ambiente. Reagdes quimicas como a fotélise & também a agéo microbiana
em menor intensidade s&o os processos pelos quais esses eompostos sdo degrada-
dos no'solo.

bDT

O DDT € o pesticida mais frequentemente encontrado no meio
ambiente, pois este agrotéxico apresenta uma estrutura quimica (Figura 2) que,

1@
c.o> |

0.0.T 0.0.0 0.0.€

Figura 2. D.D.T. e alguns de seus metabélitos.
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pela posigdo dos grupos clorados na molécula confere uma grande estabilidade ao
composto. Os primeiros produtos de seu metabolismo sio os compostos DDD e
DDE, provenientes da declora¢io da molécula (Figura 2).

Em solos da regifio temperada o DDT tem uma meia-vida de cerca
de trés anos e, apés 10 anos, cerca de 5 a 10% do ‘aplicado ainda permanecem no
solo (18).

- : Em experimentos realizados em laboratério, acompanhou-se ,0
comportamento do DDT em dois tipos de solos brasileiros: o gley hiimico e o
latossolo vermelho-amarelo (respectivamente com alto e baixo teor de matéria
orgfnica). Apés 256 dias da aplicag#io, cerca de 50% do DDT permaneciam nos dois
solos, sendo o metabolismo do DDT em DDE mais aparente no solo com maior teor
de matéria orgénica. A concentragfio de DDE nesse solo correspondeu a 1,13 mg
para 0,83 mg détectadas no solo latossolo vermelho-amarelo (34).

: " Também a influéncia da umidade na degradagéio do DDT -14C foi
%tudada em solo do Cerrado de Planaltina, Distrito Federal, mantido em labora-
tério, com diferentes contelidos de dgua. Durante um ano de observacgio foi
constatada uma perda de 12% do DDT aplicado'ao solo com umidade equivalente
a 2/3 da capacidade de campo; no solo :com umidade equivalente a 100% da
capacxdade de campo a perda correspondeu a apenas 5,3% (3).  :

il - oA degradagfio microbiana do inseticida DDT tem sido verificada
em condlgées ahaerébias que favoreceni os passos da declora¢io da molécula (23).
Entretanto, nessas transformagbes bxoquimwas, embora o DDT passe por algumas
alteragoes 0 esqueleto de carbono persiste na natureza por periodos excessiva-
mente longos. Nessa dégradago microbiana, a bactéria Enterobacter aerogenes
leva a molécula do DDT ao metabélito DBP (4-4-diclorobenzofenona) que é ainda
um composto persistente (6).

Focht e Alexander (20), por sua vez, demonstraram a mineraliza-
¢io'in vitro do esqueleto de carbong, utilizando extratos celulares de uma bactéria
(Hydrogerwmomzs) possuindo enzimas redutoras; ou células inteiras de Arthro-
bacter. Todavia, estes pesqulsadoras chegaram a conclusaode que amineralizagfo
bioquimica do DDT no meio ambiente néo ocorre, ou se-estabelece numa veloci-
dade excesslvamente lenta. :

. Devido a sua pouca solubilidade na dgua, o DDT nio é intensa-
mente lixiviado dos solos. Altos valores de sorcio foram determinados em diferen-
tes amostras de solos brasileiros com diferentes propriedades fisico-quimicas,
sendo esses altos valores de K associados ao alto teor de matéria orgéinica e de
argila nos solos analisados (35).

Aldrin . . = Lo
O aldrin, um inseticida do grupo do ciclodieno, estd também entre

0s compostos orgdnicos altamente persistentes rio meio ambiente.

s i ,

Ci
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A oxidagdo é o principal mecanismo do metabolismo microbiano,
embora possam também ocorrer reagSes de decloragsio, hidrélise, reducdo e
hidroxilagdo. O aldrin é oxidado a dieldrin (Figura 3), que mantém ainda as
propriedades inseticidas (39).

Cl Ci
~al
Microrganismos -~ \ o)
Lz ~
Ct
Cl (o]
Aldrin ' Dieldrin

Figura 3, Degradagio do aldrin em dieldrin.

Alguns microrganismos isolados do solo sd0 capazes de oxidar o
aldrin em dieldrin (52). Outros metabélitos, além do dieldrin, foram detectadds,
sendo um deles comparado cromatograficamente com o 6,7 trans-dihidroxialdrin
(37). Uma tnica citacdo de mineralizagfo do aldrin a partir de C-aldrin &
mencionada na literatura com liberagéo de 1*COs2 durante a incubagio em cultu-
ras com Trichoderma koningi, sugerindo que uma possibilidade de fragmentacso
do anel possa acorrer (12).

Verificou-se, em meio de cultura, a capacidade de fungos isolados
de diferentes amostras de solos brasileiros adsorverem e degradarem o 14C-aldrin
e alguns de seus metabdlitos. Dos 14 fungos, isolados pertencentes a diferentes
espécies do género Penicillium e Trichoderma, incubados por 76 dias com esses
compostos, comprovou-se a incorporagéio em oito dos isolados de cerca de 20 a 40%
da atividade total do composto adicionado ao meio. Essa retencdo indicaria a
possibilidade de acimulo nas condigdes ambientes e também uma redugsio da
atividade biolégica desses compostos no solo (44).

A persisténcia e lixiviagfo do aldrin em dois solos brasileiros foi
estudada em um solo com alto teor de matéria organica (gley hiimico) e em outro
com baixo teor de matéria org:"mu:ai (latossolo vermelho-amarelo). Um ano apés a
aplicagdio recuperaram-se 30% do 4C no solo gley hamico nos primeiros 10 cm
superiores, enquanto que no solo pobre em matéria orgénica, somente 8% perma-
neciam entre os 20 cm superiores (24). Embora o metabélito dieldrin tenha sido

?;:ctado nos dois solos, o metabolismo foi mais acentuado no solo gley himico

Lindano T~
0O lmdano é o produto técnico que contém mais de 99% do isdmero
gama do BHC (hexaclorociclohexano). E o menos persistente dos inseticidas
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organoclorados no solo, sendo extremaniente volatil, havendo uma grande perda
gquando aplicado ao solo, em consequéncia da volatilizagdo. Cerca de 20% do
lindano aplicado ao solo foram perdidos em 40 dias (32).

Experiéncias realizadas em pafses de clima temperado constata-

ram que, num solo himico-argiloso, apés 3 anos da-aplicagdo cerca de 10 a 14%
do lindano estavam presentes no solo, enquanto que, em um solo arenoso, cerca
de 10% do composto ainda permaneceram apds 14 anos (53).

Foi observada uma degradagio do lindano em consequéncia da
atividade microbiana, com uma dehidrohalogenagio da molécula levando ao
y-pentaclorociclohexano, metabdlito sem atividade inseticida (Figura 4). Como
microrganisimos envolvidos na degradagio do lindano foram isoladas as bactérias
Bacillus coli, Bacillus cereus e também o anaerébio Clostridium, nesse caso
isolado de solos inundados (47,53).

-Cl Cl
cl ct ci c.
: , SoLO e
cl ¢l ci cl.
ct . Cl
Pentacl iclo
B.H.C, Y Pentac o'l‘-g :ono

Figura 4. Degradagio microbiana doy B.H.C..

Imseticidas carbamatos

Normalinente, os compostos do grupo dos carbamatos tém uma
persisténcia muito reduzida no solo, sendo facilmente degradados por diversos
microrganismos.

Como principais mecanismos da degradagéo dos metilcarbamatos
no solo, séo citadas a hidrélise e a hidroxilagio do anel aromético ou dos grupos
alquilas.

Carbaril

Entre os inseticidas do grupo dos metilcarbamatos, situa-se o
carbaril, cujo comportamento no solo tem sido muito estudado. Alguns estudos
tém atribuido ao carbaril uma meia-vida de 7 dias (29).

A degradacgdo do carbaril é influenciada, em solos pobres em
matéria orginica (latossolo vermelhoamarelo), pela adigfio de sacarose a esse solo
em ensaios efetuados em laboratério. Apés seis semanas nos solos enriquecidos,
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todo o carbaril havia sido degradado, provavelmente devido a um acréscimo da
atividade microbiana no solo originalmente pobre em matéria orgénica (27). Nesse
mesmo solo, sem adi¢do de nutrientes, . o carbaril foi ainda detectado apés 10
semanas. A mineralizagio do carbaril foi também favorecida, no solo pobre em
matéria orgénica, pela adicdo dessa fonte de carbono, sendo constatada, apés 21
dias, uma liberagfio do CO2, cerca de 20 vezes maior do que a liberagédio em latossolo
vermelho amarelo nio enriquecido (15,27).

Diversos microrganismos capazes de degradar o carbaril foram
isolados de diferentes tipos de solos: Entre esses citamos os fungos Fuserium
solani, Aspergillus terreus, Gliocladium roseum € as espécies de Mucor e Penicil-
lium (13) e diferentes espécies da bactéria Pseudomonas (31) (Figura 5).-

4-hidroxi, 1 nattit
mwtil corbomato
o

Figura 5. Degradacio do Carbaril através do fungo Aspergilius terreus (Bollag & Liu, 13),

Inseticidas fosforados

Em relagio aos orgenoclorados, os inseticidas organofosforados
sdo bem menos persistentes no-solo, sendo a meia-vida desses compostos expressa
em semanas ou até em horas.



350 . MARIA RAPHAELA MUSUMECI

Embora a persisténcia desses compostos seja curta, hd uma gran-
de preocupagdo com relagio aos metabdlitos:deserivolvides; derivados do grupo
oxon dos inseticidas tiofosforados e que sdo também -inibidores da atividade
colinesterasica (17). Assim sdo particularmente danoscs o metabélito maloxon,
derivado do malation, e o paroxon proveniente da degradagio do paration.

Malation . o

Entre os menos persistentes desses inseticidas situa-se o malation
que é inicialmente sujeito 2 hidrélise quimica, antes mesmo de ser degradado por
microrganismos (Figura 6).
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Figura 6. Degradagiio do malation no solo por Trichoderma viride

A meia-vida do malation é de 16 horas em um §olo latossolo roX0,
e de 24 horas para um solo do tipo arenoso, ocorrendo apés 4 dias a decomposicao
completa do composto nos dois solos (25). ‘ o

A agdo de microrganismos do solo na degradagao do malgtion foi
estudada por Matsumura e Boush (36) em trés tipos de so!og, dos quais fox:am
isolados uma bactéria Pseudomonas e o fungo Trichoderma viride. Os metabéh?os
identificados foram o desmetil malation, as formas é.cidas_: do malation (mqn‘oé_cxdo
e discido) e o dcido dimetilfosforico. Outros micr,orgamsm.os como Penicillium,
Rhizoctonia e Aspergillus, quando incubados com o malation, dégradaram esse
inseticida, originando metabélitos semelhantes (40).

Paration . o e e . .
Ui dos principais proditos da degradagao do paration nosolo, o
amino paration & desenvolvido principalmente pela agdo redutora de alguns

S
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fungos. O outro metabélito de paration, o p-nitrofenol, é produzido, ou por hidrélise
qufmica, ou pela agio hidrolitica de bactéria (Figura 7).

S [s] s
- CaHe—On | choR-. CeHp—0y ) CaMg—0y
“po Mo, SRR, P—o Ry ——HOB 3 _on
CeHs—0" = ' Cettg—0" CoHg—0

Acido
Paration Aminoparation dletittosforotidico
(DEPTA)

Figura 7. Degradago do paration no solo.

A meia-vida do paration em solo gley himico é de cerca de duas
semanas (2). Aplicagbes repetidas de paration em solo gley htimico néo proporcio-
nam uma degradacéo mais rdpida do mesmo, sendo a velocidade da mineralizagéo
(liberagdo do COg do composto) a mesma, tanto no solo que recebeu 10 aplicagbes
sucessivas do paration, como nas amostras de solo sem aplicagbes repetidas do
pesticida (5). Os autores isolaram do solo tratado com aplicagbes repetidas de
paration um actinomiceto, Nocardia sp., que ndo foi contudo detectade nas
amostras do solo sem aplicagdes repetidas, e que degradou ir vitro o paration no

" seu metabélito, o nitrofenol (5). .

A degradagfio microbiana do paration no solo foi também observa-
da por Lichtenstein e Schulz (33), com identificacAo do metabélito amino paration.
Posteriormente (30), foi verificado que, em condigdes de baixa disponibilidade de
032, 0 grupo amino desse metabé6lito pode ser reduzido enzimaticamente, originan-
do uma anilina que se torna rapidamente ligada ao htimus do solo. As ligagdes
hiimus-anilinas sio altamente estdveis, ocasionando o problema do residuo do
agrotéxico ligado ao solo. Essa ligagfio diminui a mineraliza¢do dos residucs de
anilina, porém, até hoje, nfio hd evidéncias conclusivas de que esse complexo possa
ser considerado danoso. Todavia, deve-se estar alerta para a possibilidade de que
resfduos de agrotéxicos, imobilizados por ligagdes com as substancias hiimicas,
possam ser remobilizados e permanecer intactos e biologicamente ativos durante
a mineralizag¢fio do material hamico (7). Assim, em condigSes de laboratério,
residuos elevados de metabélitos de paration foram detectados nos solos gley
htimico e latossolo vermelho-amarelo, 200 dias apés a aplicagio do *C-paration
nesses solos (4).

HERBICIDAS

Visando & protegiio das monoculturas, uma grande variedade de
herbicidas vem sendo utilizada. Como os inseticidas, estes agrotdxicos estdo
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distribuidos por diferentes classes quimicas e seu comportamento no solo ¢
também funcio de sua estrutura quimica. Classes importantes de herbicidas sdo
por exemplo: triazinas, feniluréias, tiocarbamatos, acilanilidas, cloroacetamidas, -
amitrolas, 4cidos fenoxialcandicos, carbamatos, fenéis e dinitroanilinas.

Somente dois herbicidas, entretanto, pertencentes a0 grupo das
dinitroanilinas e das acilanilidas seréo abordados.

Dinitroanilinas:

Trifluralina
O herbicida trifturalina (2,2,2-trifluoro-2,6-dinitro-N, N-dipropil-
p-toluidina) (Figura 8), introduzido na agricultura por volta de 1960, é o mais
importante representante da classe das dinitroanilinas e ¢ amplamente utilizado

em nosso pafs, principalmente na cultura da soja.
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Figura 8. Degradagio da trifluralinz no solo.

A fotodecomposicfio e a volatilizagio contribuem substancialmen-
te para o desaparecimento da trifluralina do solo. Foi demonstrada uma degrada-
¢fo aerébia e anaerbbia desse herbicida, sendo que a primeira reagio de
degradacdo aerébia se constitui num passo de dealquila¢do, enquanto que, na
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degradagdo anaerébia, sdo os grupos nitroquesio inicialmente reduzidos, seguin-
do-se a dealquilagio (46). O metabélito orlglnado em ambos os casos é 0 3,4,5-tria-
mmo -2,2 2-tr1ﬂuorotolueno (46)

. Em solo siltloo arglloso a meia v1da da tnﬂuralma variou de 38
para 61 dms dependendo da dose aplicada, sendo a perda atribuida a fotodecom-
p051gao volatlllzagao e prmc1palmente degradagao quimlca aa.

_Embora muitos estudos tenham sido realizados, muito pouco foi
demonstrado efetivamente em relagéio a atividade microbiana capaz de degradar
este herbicida. Assim, de 180 isolados de microrganismos de solos enriquecidos
com trifluralina, apenas um destes, que foi idenficado como Candida sp., apresen-
tou ligeira mineraliza¢do do composto (54).

Acilanilidas

Propanil

Como outros herbicidas do grupo das acilanilidas, o propanil é
degradado rapidamente no solo por enzimas do grupo das acilanilidases (Figura
9) (9). Os metahélitos originados correspondem a 4cidos alifiticos e & anilina. O
4cido alifitico é posteriormente degradado a CO3 e Hz0; - porém a anilina pode se
complexar, formando o residuo TCNB (3,34 4'-tetracloronitrobenzeno), fortemen-
te ligado ao solo através do complexo hiimus-anilina. Experimentos de laboratério
mostraram que fungos e actinomicetos do solo sdo capazes de degradar o himus
e liberar o residuo TCNB, que, nosolo, estaria entao disponivel para ser absorvido
por uma préxima cultura (28,50). '
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Figum 9. Metabelismo microbiano do propanil.
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FUNGICIDAS

Como os demais agrotéxicos, os fungicidas sio compostos quimices
de estruturas as mais variadas e, em consequencla d&&sa estrutura, decorre seu
- metabolismo e ¢ comportamento no solo. - .

Citaremos aqui somente dois ﬁmg'iddas que' apresentam diferen-
tes graus de-persisténcia no solo: um fungicida altamente persistente - o carben-
dazin, eum funglmda nao pemlstente o metalaxil.

Carbendazim » . E
O carbendazim, composto do grupo dos benzimidazéis (metil-2-
benzimidazol carbamato) é um fungicida sistémico e também um composto
proveniente da instabilidade de outros fungicidas, como o benomil, e fungicidas
do grupo dos tiofanatos. O carbendazim é responsdvel pela atividade fungitéxica
total ou parcial das preparagdes contendo tais fungicidas (Figura 10).
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Figura 10. Degradagdo do carb a partir do b

Estes compostos t&m sido usados principalmente em aplicagbes
foliares, tendo sido demonstrado que a absorgao do fungicida do solo pelas plantas
é pouco eficiente, possivelmente em consequéncia da intensa adsor¢io desse
composto com o solo.

Em solos brasileiros com alto teor de matéria orgénica, constatou-
se um alto valor de sorgdo € uma menor lixiviaghio do carbendazim (42). Este
fungicida mostrou-se altamente persistente nos solos estudados: gley hamico,
latossolo vermelho-amarelo e latossolo roxo. Apbs 150 dias da adigdo desse
agrotoxico aos solos, detecta-se o prmmpal metabélito do carbendazim: o 2-amino
benzimidazol, composto sem propriedades | fupgit6xicas (45). A adicfio de nutrien-
tes como glicose e extrato de fermento ao Jatossolo roxo aumenta’a capacldarle de
adsorcfio do carbendazim a esses solos (43). : B .
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R, Apesar da grande persisténcia, microrganismos capazes de degra-
dar o benomil foram isolados de solos enriquecidos com esse fungicida (26).:Os
microrganismos ativos na degradagio do benomil foram 4 lsolados de bacténas e
dois fungos nio identificados.

. ¢ . Siegel {49) constatou uma evolugiode 1002 (34%) apds 12 meses
de adlgao do! C—benomll a ainostras de solos néo esterilizados. Essa evolugio nio
foi verificada nas amostras esterilizadas, comprovando que a quebra do nucleo
benzimidazélico da molécula requer a agéio microbiana. -

Metalaxil

O fungicida metalaxil [metll N (2,6- dlmetllfeml)-N (2-meboxlaoe-
tilalaninato)] pertence ao grupo quimico das acilalaninas. £ um fungicida sisté-
mico, empregado para o controle de fungos da ordem Peron‘osporales, introduzido
na Europa por volta de 1976 e mais recentemente em nosso pals (1981)

Sharom e Edgington (48) constata.ram uma mela-wda de 8 sema-
nas em solos na regxao de Ontdrio (Canad4). Em latossolo, r0X0, em condlgﬁw de
laboratério, a meia vida constatada do metalaxil é de 120 dias (41). A mﬂuéncm
de microrganismos do solo no metabolismo do metalaxil foi constatada nas
amostras 'de latossolo roxo nfio esterilizado, onde-ocorreu a degradagio desse
fungicida em dois metabélitos, sendo um deles identificado como N- (2-metox1ace—

til)-N. -(2 6—x1hl)-DL-alanma, a forma écnda do: meta]ax]l (Flgura 11).
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Metalaxil N-(2 metoxiacetil)-N-(2,6 xilil DL-glanina)

Figura 11. Via de degradagio do metalaxil.

EFEITO DOS AGROTOXICOS
NOS MICRORGANISMOS DO SOLO

Além dos fendmenos de degradacao microbiana, outro aspecto a
ser considerado e que se relaciona com a presenca dos agrotéxicos no solo € a
influéncia desses compostos nos processos microbiolégicos e na atividade biolégica
em geral.
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Em consequéncia da importincia das transformagbes do nitrogé-
nio para a fertilidade do solo, algumas avaliagies tém sido feitas em relago aos
efeitos nos processos de mineralizagéo, nitrificagao, desnitrificagio, nodulagéo e
fixagdo de N2 (51). ' . :

Grande énfase nesses estudos tem sido dada, principalmente em
relagéo_aos‘fungi'cidas, que sio aplicados ao solo em altas concentracdes, e aos
herbicidas muito utilizados nas culturas de leguminosas, pois a nodulagfo dessas
plantas é, muitas vezes, reduzida por tais agrotéxicos.

IntGmeros trabalhos t8m demonstrado que a fixagdo de nitrogénio
por rizébio & afetada pelo tratamento de sementes com diferentes fungicidas
(thiram, oxicarboxina e outros (16,19,22)). o

7 Ainfluéncia dos agrotéxicos na atividade biolégica do solo como
um todo pode ser estudada através da produgdode CO2pela populagio microbiana
do solo. Bartha e Pramer (8) introduziram o respirémetro para avaliagio do efeito
do agrotéxico na atividade biol6gica do solo. Agrot6xicos do grupo dos carbamat_os,
giclodienos, feniluréias e tiocarbamatos, aplicados aos solos em concentragdes
muito elevadas, reduziram & atividade respiratéria dos microrganismos do solo
ao. - . . o -

. A radiorespirometria introduzida por Mayaudon (38) para os
estudos no solo permitiu avaliar, com maior sensibilidade, a atividade microbiana
dos solos influenciada pela presenca de agrotéxicos. Por esta técnica, a influéncia
de herbicidas do grupo dos fenilcarbamatos na atividade biologica dos solos variou
segundo o tipo de solo estudado, sendo a populagio microbiana de solos argilosos
‘mais sensiveis a estes compostos (11). Medidas radiorespirométricas nos solos gley
hmico e latossolo vermeltiosamarelo, acrescidos dos fungicidas carbendazin e
metalaxil, evidenciaram uma inibigfio na atividade dos dois solos somente pela
presenca do carbendazim em altas concentragbes (500 ppm) (42).
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