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PELA SIMBIOSE RIZOBIO/LEGUMINOSAS
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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).
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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.

127

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
Atmosfera COz 0, N,
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



34 : JOAO R.J. FREIRE

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)

©

FIXAGAO DO NITROGENIO PELA SIMBIOSE. . 135 -

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).
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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

Seropédica, RJ.
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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
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" Agiicar ) o . _.L-enbmose )
: ’ Daibose
Frutose
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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

v A Py [ LI}

C Ay T =SS AL w2

. R
. I:"“]‘ . ] — #rod €

i " P - L .
air L + nit A ?nllmxldlmcllgummf

) Compleso ég
. |_Miteogenass

BIOQUIMICA E FISIOLOGIA DA FIXACAO DE NITROGENIO. 147

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

FIXACAO DE NITROGENIO EM ESPECIES ARBOREAS, 167

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
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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-
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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.
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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.
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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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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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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-
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