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APRESENTACAO

Apesar do grande avango cientifico na area de microbiologia do solo, poucos desses conheci-
mentos tém sido aplicados na tomada de decisdes em relagdo as praticas agrondricas que visam 0
aumento da produtividade das culturas, Entretanto, a atividade biologica criunda da grande massa de
seres microscopicos que habitam o solo participa de vdrios eventos que o transformam em um ambi-
ente propicio ac crescimento das plantas.

Este livro traz os conhecimentos mais recentes sobre a atividade dos microrganismos do solo
de importancia agricola. Os resultados nele apresentados ¢ discutidos s3o frutos de muitos anos de
pesquisa per dedicados cientistas e representam o estado-da-arte dos conhecimentos na drea, qualifi-
cando este livro como bibliografia complementar de suma tmportancia para estudantes de Agronomia,
Biologia e Ciéncias afins. Sua publica¢do representa um esforgo da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) no sentido de divulgar o trabatho de seus especialistas e difundir tecnologias
desenvolvidas para methorar a agricuitura brasileira,

Homero Aidar
Chefe do CNPAF
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

Ricardo S. Araujo'
Mariangela Hungria®

A fragdo biologica ¢ um dos principais componentes do solo. Essa fragdo é composta por
comunidades de pequenos animats (mesofauna) e microrganismos (microfauna € microflora). Muitas
das propriedades dos solos sdo decorrentes da atividade biologica, sendo comum dizer-se que um solo
sem attvidade biolégica € um solo sem vida. As relagdes e interagdes entre as diferentes comunidades
de organismos do solo contribuem para a manutengio da vida do solo, ¢ para diversos outros proces-
$0S que, por sua vez, estdo intimamente ligados  cadeia tréfica.

Os componentes mais numerosos da fragio biologica do solo sdo, sem duvida, os microrganis-
mos, representados por integrantes da microfauna (protozoarios) e da microflora (fungos, bactérias,
algas e virus). Esses organismos participam ativamente da decomposi¢io de residuos orginicos, dos
ciclos de reciclagem do nitrogénio, do fosforo e do enxofre e da decomposigio de poluentes. Muitos
desses componentes, portanto, desempenham um papel vital na construgdo do solo como suporte
fisico para as culturas agricolas.

A pesquisa nas tltimas décadas rendeu muitos resultados que contribuiram para um melhor
conhecimento das propriedades dos organismos do solo e aproveitamento dos processos biologicos
que influenciam na produtividade agricola. Como exemplos, temos os conhecimentos adquiridos
sobre a capacidade de certos microrganismos de modificar ou destruir poluentes e defensivos agrico-
las, a habilidade da microflora de produzir substincias toxicas as culturas agricolas ¢ aos animais, a
utilizagdo da inoculacio de leguminosas em larga escala, a micorrizagdo de mudas de café e arvores
frutiferas para o transplante, a utilizagdo de associagdes entre plantas e microrganismos do solo na
recuperacio de areas degradadas pela mineragfo, remogao da cobertura vegetal e construgio civil.

O advento das técnicas de biologia molecular permitiu o emprego de rigorosas andlises genéti-
cas nos estudos da composigdo e das propriedades das comunidades de microrganismos do solo. Com
isso, fol possivel, por exemplo, estudarem-se aspectos muito intimos da relagdo entre as leguminosas
¢ seus simbiontes fixadores de nitrogénio, da interagdo entre patdgenos do solo ¢ seus hospedeiros ¢
ate da manipulagao genética de microrganismos para que atuem de acordo com o interesse do homem,
quer seja como simbiontes de plantas, agentes de controle bioldgico de pragas e doengas, ou como
condicionadores dos solos para o cultivo agricola.

Este livro relata os avangos obtidos com a pesquisa sobre microrganismes do solo de importan-
cia agricola. Ele esta dividido em capitulos, de acordo com os assuntos aberdados, contemplando
aspectos relevantes da microbiologia dos solos agricolas. Apesar de ndo ser uma revisio exaustiva
sobre cada assunto, sdo apresentados os conhecimentos mais relevantes e recentes-emn cada area, e
discutidas suas implicagdes para a produtividade agricola ¢ para a manutengio da vida do solo.

! Pesquisador, Ph.I)., EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijio {CNPAF), Caixa Postal 179, CEP 74001970, Goiaeia, GO.
% Pesquisadora, Ph.T), EMBRAPA-Uentro Nacienal de Pesquisa de Soja (CNPSo), Caixa Postal 1961, CEP 86001-970, Londrina, PR.



Apgradece-se a colaboragdo de cada um dos autores, partithando informagdes e, sobretudo, se
prontificando a ajudar a editar estas informagdes tdo valiosas. Para finalizar, segue uma pequena
estoria para reflexdo. U dia, um professor disse a um de seus alunos, nascido e criado em uma
fazenda, que enchesse alguns vasos com terra para que pudesse plantar um experimento. O aluno,
entdo, respondeu que aguilo ndo era terra, mas sim solo. O professor respondeu dizendo que tudo
depende do referencial: aquilo que cai de nossos sapatos no chio limpo das cozinhas de nossas maes
¢ terra, enquanto que o suporte para as plantas ¢, realmente, solo.

Terra ou solo, o importante é que se lembre que ali vivem itnensas comunidades de seres vivos
que sofrem os mais diversos impactos em decorréncia da atividade humana. Somente através de um
manejo de solo que considere a vida presente serd possivel alcangar a tdo almejada sustentabilidade da
agricultura. Os capitulos s3o exemplos claros da importancia dos microrganismos do solo para esse
fim.



CAPITULO 2
FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO EM SOJA

Mariangela Hungria'
Milton A. T. Vargas®
Altert R. Suhet’
José Roberto R. Peres®
2.1, Introducgio

A soja é uma cultura que apresenta grande demanda pelo nitrogénio (N) devido, particular-
mente, ao teor protéico elevado em seus grios, de cerca de 40%. Mas justamente pelo set teor protéico
elevado, essa é uma cultura de grande importéncia econdmica e o Brasil € o segundo maior produtor
de soja, sendo responsavel por 16,9 % da produgio mundial (FAO, 1993).

As principais fontes fornecedoras do N necessario ao crescimento das plantas sdo: 1- nitrogé-
nio do solo, proveniente da decomposigdo da matéria orginica e das rochas; 2- nitrogénio fornecido
por fertilizantes; e 3- nitrogénio fornecide pelo processo da fixagHo biolégica do nitrogénio atmosfé-
rico (N, ). Existe, também, uma pequena contribuigdo pela reagdo das descargas elétricas com o N,
resultando em nitrato, que ¢ adicionado ao solo e representa cerca de 4% das entradas positivas no
balango de N na Terra. O fornecimento, utilizagdo e perdas do N formam um ciclo complexo, denomu-
nado “ciclo do N”. Para maiores detalhes, diversas revisdes, particularmente da década de 70, quando
houve um grande impulso nos estudos de fixagdo biologica do N,, abordam esse assunto (Detwiche,
1970; Burns & Hardy, 1975; Brill, 1979; Postgate & Hill, 1979).

Os teores de N nos solos do Brasil, de um modo geral, ndo sfo elevados e geralmente se situam
na faixa de 0,05% a 0,30 %. Com a intensificaciio da agricultura, as exigéncias nutricionais de N, bem
como a sua remocio, sio amphadas; conseglientemente, se o N do solo retirado pelas plantas nio for
reposto, o teor desse nutriente decrescerd rapidamente.

A sintese quimica de fertilizantes nitrogenados iniciou na primeira década deste s€culo, quan-
do Fritz Haber e Carl Bosch descobriram o processo que transforma o N, atmosférico em amdnia. As
necesstdades para essa sintese quimica séo: 1- hidrogénio (derivado de gas de petroleo); 2- catalisador
contendo ferro; 3- altas temperaturas (300°C a 600°C); e 4- altas pressdes (200 atm a 800 atm). Con-
seqientemente, existe um custo elevado para a sintese de fertilizantes, resultante principalmente da
necessidade de gastos com fontes de petrdleo, que também ndo sfo renovaveis. Calcula-se que, para a
sintese de uma tonelada de amdnia, sejam necessarios seis barris de petréleo. Praticas agricolas alter-
nativas para diminuir esses custos precisam ser procurédas, principalmente para o Brasil, que importa
fertilizantes nitrogenados para satisfazer a demanda interna.

O N, ¢ abundante na natureza, constituindo quase 80% do géas atmosférico. Mas nenhum ani-
mal ou planta é capaz de utilizar o N, como uma fonte de proteina, devido a tripla ligagdo que existe
entre os dois atomos do N,, que € uma das mais fortes de que se tem conhecimento na natureza.

: Pesquisadora, Ph.D., EMBRAPA-Cenlro Nacional de Pesquisa de Sujn (CNPSu), Caixa Pustal 1061, CEP 86001-970, Londrina, PR.
2 Pesquisador, Ph.D, EMBRAPA-Centry de Pesquisa Agropecuiria do Cerrado {CPAC), Caixa Pestal 700023, CEP 73301-970, Planallina, DF.

3PES[|!.[i51"IL{DI’, M.Bc.,, EMBRAPA-CPAC.
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Bactérias da familia Rhizobiaceae formam estruturas altamente cspecificas, os nédulos, onde ocorre a
conversio do N, atmosférico a aménia, que é entdo incorporada em diversas formas.de N orgénico’
para a utiliza¢fio por algumas plantas da familia Legnminosae, como a soja. Hssas bactérias conse-
guem quebrar a tripla ligagdo pela agdo de um complexo enzimatico, denominado dinitrogenase e o
processo ¢ denominado de fixagdo biologica do N,

Para que ¢ N provenicnte da fixagdo bioldgica possa suprir todas as necessidades da planta,
porém, o processo precisa ser eficiente, o que resulta, principalmente, da escolha adequada dos parcei-
ros simbidticos, ou seja, estirpes de bactérias mais eficientcs e competitivas ¢ gendtipos de plantas que
respondam ao microssimbionte. Embora exista controvérsia, conforme sera discutide ainda neste ca-
pitulo, 0s gastos energéticos relacionados 4 fixaglo bioldgica do N, parecem ser mais elevados do que
0s gastos para a assimilagfo do N dos fertilizantes, além do gasto micial com a formagfo e manuten-
¢io dos nddulos. Por 1sso, caso essa simbiose ndo scja eficiente, a associagio pode se tornar parasitica.

A lixagdo biologica do N, ¢ um passo crucial no ciclo do N. Em areas nfio perturbadas, com
vegetagdo climax, esse processo biologico nio € limitante. Também em arcas aridas, [tias ou fraca-
mente ensolaradas, a agua, temperatura ou luz limitam a produtividade bioldgica. Mas, em areas per-
turbadas e ainda férteis, a introdugio do N\ através da fixagdo bioldgica, geralmente, limita a produti-
vidade. Esses locais incluem as dreas agricolas, areas onde as florestas climax foram perturbadas ¢
replantadas e aquelas perturbadas por desastres naturais, como o togo (Postgate & Hill, 1979).

No caso da soja, muitos estudos foram conduzidos no Brasil desde a introdugdo dessa cultura,
tornando a simbiose muito cficiente ¢ resultando em uma grande economia para o pais, pela ndo
utilizagio de fertilizantes nitrogenados. Para alcangar produtividades de 2500 kg ha™, a soja absarve
cerca de 200 kg de Noha™!, dos quais 67% a 75% sfio alocados para as sementes. Devido & baixa
eficiéncia de utilizagio dos fertilizantes nitrogenados, normalmente interior a 50%, pois ha perdas por
lixiviagio, nitrificagio e desnitrificagiio, seriam necessarios 300 a 400 kg de N.ha™' para sc obter cssa
produtividade, portanto um custo certamente proibitivo para os agricultores. Utilizando dados do se-
tor de economia do Centro Nacional de Pesquisa de Soja (CNPSo), da EMBRAPA, com uma estima-
tiva de area colhida de 11.350.000 ha, na safra de 1993/94, uma produtividade média de 2156 kg.ha™
' e considerando que a recomendagio atual para essa cultura ¢ de utilizagdo de inoculagdo sem a
suplementagiio de qualquer fonte de fertilizante nitrogenado, calcula-se que o pais economize, hoje,
cerca de 1 bilhdo de dolares, por safra, pela inoculagio da soja (Tabela 2.1). Além disso, as vantagens
ecologicas da fixagio de N, incluem a economia de petroleo e gés natural, que sdo fontes energéticas
nido renovavels, e a menor poluigdo dos rios e lagos, causada pela lixiviagio dos fertilizantes. As
principals vantagens e desvantagens da utihzagio de fertihizantes nitrogenados e do processo de fixa-
¢&o bioldgica do N, estio listadas na Tabela 2.2.

Finalmente, ndo poderia deixar de ser mencionada a importancia da cultura da soja no que sc
refere ao valor protéico para a populagio, particularmente nos paises com caréncias nutricionais, como
o Brasil. Um hectare de soja produzindo 2156 kg de grios com um teor protéico de 40% tem-se um
actimulo de 862 kg de proteina. Considerando quc o consumo didrio de proteinas recomendado pela
FAQ é de 53 g.pessoa™, constata-se que a proteina produzida seria capaz de suprir as necessidades
protéicas de um adulto por 16.264 dias e que a produg¢do nacional pode fornecer, para cada um dos 150
milhdes de brasileiros, 179 g de proteina.dia ',



Tabela 2.1. Comparagio econdmica entre a fixagdo biologica do N, em soja e a aduba-
¢A30 mineral.

Forma de Forneciment.o Custo (US) Economia pelo processo
doN de fixaciio biologica de N, (US)
por ha no pais* por ha ne pais
(109 (109
Inoculante (2 doses.ha™) 1 11 - -
Uréia (290 kg ha™!) *» 60 681 59 670
Uréia (435 kg.ha™) 90 1.021 89 1.010

* Considerando a drea colhida de 11.350.000 ha na safra de 1993/94, :

** Considerando uma produtividade média de 2156 kgha' (safra 1993/94), com teor médio de N dos griios de 6,0 %; comespondendo,
cntilo, & exportagie da 129 kg de Nt A adubago com 290 kg de uréiaha’ (45% de N) seria capaz de repor essu exportagio
se a zficiéncta de utifizagio do fertilizanta fosse de 100% mas, como a oficiéneia de utilizagio normalmente encontrada & de 50%,
seriam necessdrios 435 kghat

2.2. Taxonomia da Planta Hospedeira
A planta hospedeira destacada neste capitulo esta classificada da seguinte maneira:

Subreino: Cormobionta

Divisio: Spermatophyta

Subdivisdo: Angiospermae

Classe: Dicotiledoneae

Subclasse: Archichiamydae

Ordem: Rosales

Subordem: Leguminosinae

Familia: Leguminosae

Subfamilia: Papifionaceae, Fabaceae
Tribo: Phaseoleae

Subtribo: Phaseolinae (Glyciniae)
Género: Glycine 1.

Subgénero: Glycine subg. Soja (Moench)
Espécie: Glycine max (L) Merrill

Varios autores t€m classificado a soja na familia Fabaceae. Isso resultou de uma proposta feita
por Delorit & Gunn (1986) para subdividir a familia Leguminosae, criando a familia Fabaceae, na
qual a soja ficaria incluida. Existe ainda muita controvérsia taxondmica e, de um modo geral, ainda
prevalece a classificagdo na familia Leguminosae.
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Tabela 2.2. Principais vantagens e desvantagens da utilizagio de fertilizantes nitrogenados e do pro-
cesso de fixagdo biologica do N.,.

Vantagens Pesvantagens
_ FERTILIZANTES
1- disponibilidade imediata para as plantas 1- gasto energético elevado para a sua sintese
2- geralmente o custo energético para a sua ab- 2- pasto com tecnologia e mio-de-obra envolvi-
sor¢o pelas piantas é inferior ao custo do N das na produgio
obtide pelo processo bioldgico 3- gasto com transporte até o campo

4- raramente mais do que 1/3 do fertilizante
nitrogenado aplicado € aproveitado pelas
plantas, sendo perdido por desnitrificagio,
nitrificagdo e lixiviagio

5- poluigdo de lagos e rios

FIXACAO BIOLOGICA DO N,

1- menor custo para o agricultor 1- plantas dependentes da fixagio do N, podem
2- diminuigo dos problemas ambientais crescer mais lentamente, pois fotossintatos
sdo desviados para o metabolismo dos nddu-

3- manuten¢do da fertilidade do solo los

2- estirpes de bactérias diferem em sua
efetividade. Trabalhos cientificos devem ser
feitos continuamente para assegurar ¢ uso de
bactérias que permitam a maximizagio da
produtividade das plantas.

3- genotipos de plantas diferem no potencial de
resposta & inoculagdo. O methoramento deve
incluir sempre a avaliagio da capacidade
fixadora de N, com as estirpes recomenda-
das comercialmente.

A soja utilizada agronomicamente ja foi denominada como Glycine soja e Soja max, mas
desde 1948 é conhecida botanicamente por Glycine max (L.) Merrill. O tipo selvagem de soja, consi-
derado o parental da soja cultivada hoje, ja foi denominado de G. ussuriensis Regel and Maack., mas
a designagio como G. soja Sieb and Zuce, ¢ aceita desde 1970 (Verdcourt, 1970). O local de origem
de G. soja inclut o Vale do Rie Yangtze, as provincias do norte e nordeste da China, areas adjacentes
da Federag@o Russa, Coréia e Japdo. Informagdes botanicas sobre a soja foram recentemente compila-
das por Gazzoni (1994), e devem ser procuradas para maiores detalhes.
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2.3. Taxonomia do Microssimbionte
2.3.1. Estirpes de crescimento [ento
Espécies: Bradyrhizobum japoricum (Buchanan 1980) Jordan, 1982

Bradyrhizobium elkanii (Jordan 1982) Kuykendall et al , 1992

Ha descrigdes do género Rhizobium por Kirchner, em 1886, e Frank, em 1889. Em 1932, as
bactérias responsaveis pela nodulagio da soja foram classificadas como Rhizobium japonicum (Fred
et al., 1932), num critério baseado, principalmente, nos grupos de inoculagiio cruzada entre o
microssimbionte e a pianta hospedeira. Outras caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e genéticas,
além da inoculag@io cruzada e do crescimento lento com produgio de alcali in vifro passaram a ser
consideradas nas décadas subseqiientes e permitiram a divisdo de Rhizobium em dois grupos, de cres-
cimento rapide e lento. Entretanto, as bactérias que nodulam 2 soja continuaram a ser classificadas
como R. japonicum (Jordan & Allen, 1974) sendo confirmado por Buchanan, em 1980. E interessante
observar, porém, que a divisdo de rizobio em duas classes, de acordo com a taxa de crescimento, ja
havia sido sugerida por Lhnis & Hansen (1921).

A partir de 1982, as bactérias da espécie Rhizobium japonicum foram reclassificadas em um
novo género, Bradyrhizobium, dentro do qual esta a espécie Bradyrhizobium japonicum , que inclui as
principais estirpes que nodulam a soja (Jordan, 1982, 1984). O nome Bradyrhizobium ¢ alusivo as
taxas de crescimento dessa bactéria, pois “bradus” vem do grego, significando lento e Rhizobium é o
nome genérico da bactéria.

Na década de 80, varios trabalhos comegaram a demonstrar que existe grande variabilidade
genética e fisiologica entre as estirpes de B. japonicum, possibilitando a divisio em dois grupos com
caracteristicas diferentes, conforme sera visto adiante com maiores detalhes. Esses estudos levaram
Kuykendall et al. (1992) a sugerirem a subdiviséio de Bradyrhizobium em duas espécies: B. japonicum,
com as estirpes do grupo I, e B. elkanii, com as estirpes do grupo IT.

Apesar das grandes diferencas que separam os dois grupos, essa nomenclatura ainda nio €
aceita por todos. A nova nomenclatura foi vaiidada no International Journal of Systematic Bacteriology
(Anénimo, 1993), mas nido ganha suporte em algumas anlises genéticas, como a comparagio de
seqiiéncias 16S rRNA {Young et al., 1991; Young, 1992), e ndo foi recomendada no 0ltimo relato do
subcomité de Rhizobium (Young et al., 1993). As estirpes-padrdo estdo listadas na Tabela 2.3.

O manual de taxonomia de Bergey (Jordan, 1984) classifica a espécie Bradyrhizobum japonicum
no reino Procaryotae e familia Rhizobiaceae, Os trés géneros dessa familia, Rhizobium, Bradyrhizobium
e Azorhizobinm (este ultimo descrito por Dreyfus et al., 1988), foram agrupados devido & sua habilida-~
de em fixar N, pois na verdade sdo muito distintos entre si, estando mais proximos de outros géneros
ndo-fixadores de N,,. Bradyrhizobium japonicum, por exemplo, apresenta semelhangas genéticas com
Rhodopsendomonas palustris, bactéria fototrofica pirpura ndo -sulfurosa. Com base nos estudos
empregando técnicas moleculares, tem-se utilizado cada vez mais a classifica¢io filogenética, na qual
B. japonicum fica posicionada como Proteobacteria na subdivisdo alpha (Young, 1992; Young et al,,
1993}, conforme Figura 2.1



Tabela 2.3. Lista das estirpes de crescimento iento (Bradyrhizobium) e rapido (Rhizobium ou Sinorhizobium) que nodulam a soja

segundo nomenclatura utilizada por Jordan (1982), Scholla & Elkan (1984), Chen et al. (1988) e Kuykendall et al,

(1992).
Estirpe QOutras Espécie Espécie Chemovar Espécie
(Jordan, 1982) (Kuykendall et (Scholla & Elkan,1984) (Chen et al., 1988)
al,, 1992)
ATCC 10324 USDA 6 B. japonicum*
ATCC 49852 USDA 76 B. elkanii *
ATCC 35423 USDA 205 R. fredii chemovar fredii* 8. fredii*
USDA 201 R fredii chemovar siensis* S. fredii
CCBAU 110 RX 42 S. xinjiangensis*

* Estirpe padrdo da espécie ou chemovar.
pe p.

Pl



Agrobacterium tumefaciens

Rhizobium {oti

R. galegae
R. meliloti, R. fredii

R. tropici
R. leguminosarum

Bradyrhizobium jgponicum { Tipo Ia)

Bradyrhizobium sp. (L)

B. japonicum (Tipo I)
B. japonicum (Tipo II)

Rhodopseudomonas pelustris

Figura 2.1. Aryore taxondmica mostrando as relagdes provaveis entre as es-
pécies de rizobio. Segundo Young ct al. {1991, 1993) ¢ Young
(1992).

2.3.2. Estirpes de crescimento ripide
Espécie: Rhizobiwm fredii (Buchanan 1980) Scholla & Elkan, 1984

Em 1982 foram i1soladas algumas estirpes de crescimento rapido de solos ¢ nédulos de soja
coletados na China (Keyser ct al., 1982). [issas estirpes foram classificadas como Rhizobitm fredii
(Scholla & Elkan, 1984) e, posteriormente, foi proposto um novo género para as mesmas, Sirorfizobium
1988). Atraves de estudos de
seqlienciamento por PCR (polymerase chain rcaction) de um segmento de 260 pares de bases, corres-
pondente as posiches 44 a 337 da seqiiéncia 165 IRINA de Escherichia coli Jarvis et al. (1992) conclu-
fram, porém, que as estirpes de crescimento rapido deveriam continuar a ser classificadas como R

gen. nov., com duas espécics, S. fredii e S, xinjiongensis (Chen et al

Jredii. Na Figura 2.1 pode-se observar um fenograma simplificado das estirpes que nodulam a soja e
na Tabela 2.3 estdo listadas as cstirpes-padrio.

Aqui, convém definir alguns termos, muito usados neste capitulo ¢ no capitulo seguinte:
infectiva, efetiva e eficiente. Bactérias infectivas (infective) sdo aquelas capazes de infectar as raizes
e formar nodulos; o termo cfetiva, clicaz (effective) foi proposto para avaliar a simbiose como um
todo, enquanto que eficiente (efficient) seria utilizado para indicar a quantidade de N, fixado por
unidade de tecido nodular (Débereiner et al., [970). Os primeiros relatos indicavam que as estirpes de
crescimento rapido s6 conscguiam nodular Glyeire soja e Glyeine max cultivar Peking, cultivares
primitivas de soja, sendo ineficazes em linhagens comerciais (Keyser et al., 1982) Mas, desde o
isolamento dessas bactérias, alguns cstudos vém sendo conduzidos procurando estudar a compatibi-
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lidade com os gendtipos de soja norte-americanos (Devine, 1984, 1985a, 1991; Balatti & Pueppke,
1992) e brasileiros (Chueire & Hungria, 1994), tendo-se comprovado que diversas cultivares comerct-
ais de soja sdo capazes de nodular com R. fredii, conforme sera discutido adiante.

Do mesmo modo que para as estirpes de crescimento lento, Jordan (1984) classifica essa espe-
cie no reino Procaryotae e na familia Rhizobiaceae. Nos estudos de evolugiio molecular, porém, R.
fredii também ¢é classificado como Proteobacteria na subdivisdo alpha (Young, 1992).

2.4. O Processo da Nodulaciio
2.4.1. Historico

Curiosamente, Antoine Laurent Lavoisier denominou ¢ elemento N como “azoto”, que signi-
fica “sem vida”. O quimico, nessa época, pensava que o N ndo participava do metabolismo dos orga-
nismos vivos, como ocorria com o oxigénio (O,). O nome se tornou irérico, pois o N € componente
essencial para os acidos nucléicos e proteinas, sendo necessario para todas as formas de vida (Brill,
1979),

Existem relatos sobre o uso de leguminosas desde a idade do bronze, de recomendagio de
rotagdo de culturas por gregos € romanos, além de relatos de recomendagdo de leguminosas em pasta-
gens, na Inglaterra, ja em 1613, A elucidagio do processo de fixagdo biologica do N, porem, teve
impulso com os estudes de Jean-Baptiste Boussingault, em 1837, com trevo e ervilha e com aveia e
trigo, que observou que as leguminosas, de alguma forma, conseguiam obter o N necessario para o seu
metabolismo do ar. O boténico russo Woronin descobriu que os nodulos de Ieguminosaé continham
bactérias e os alemies Heliriegel e Wilfarth constataram que a fixagfo biologica do N, dependia de
“fermentos no solo”, responsaveis pela formagio dos nodulos nas raizes. Finalmente, Bejerinck iso-
lou as bactérias dos nodulos de ervilha (Wilson, 1940:; Burris, 1974, Evans & Burris, 1992). Desde
entdo, o processo de nodulagio e fixagdo do N, tem sido estudade com afinco, mas muitos passos
ainda esperam por elucidagéo.

2.4.2, Etapas do processo

A formagfo dos nodulos € um processo complexo, que ocorre em varias etapas, envelvendo
mudangas fisiolégicas e morfoldgicas tanto na célula hospedeira como na bactéria. As mudangas na
bactéria visam, principalmente, o recebimento de fontes de carbono da planta hospedeira, para prover
o ATP e o poder redutor necessarios para o processo de fixaglo biologica. As mudangas na planta
hospedeira visam, principalmente, assimilar a aménia produzida pelas bactérias.

Existem diversos genes envalvidos no processo de noéula@ﬁo‘_ que estdo localizados em
plasmideos e nos cromossomos, nas estirpes de crescimento rapido, como Rhizobium fredii e no DNA
cromossomal, no caso de estirpes de crescimento lento, como Bradyvrhizobium japonicum. Os genes
rizobianos essenciais a infecglo e formacio do nodulo podem ser divididos em duas classes. A primei-
ra inclul os genes que, quando mutados, resultam em alterages no processo de infecgdo; nessa cate-
goria estdo os genes da nodulagio, nod (nodulation) € os genes nol (apds a utilizagdo de todas as letras
do alfabeto para os genes nod, os demais genes estdo sendo designados por nof). A segunda classe
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inclui diversos outros genes que estdo envolvidos com a caracterizagdo da superficie das bactérias e
alteragio da nodulagio, tais como os genes exo (exopolysaccharides), /ps (lipopolysaccharides) e ndy
(1,2-3-glucans, nodule development).

Diversos eventos pré-infecgdo precedem-a formagio do nédulo. Podem ser incluidos ai, o
estimulo ao rizobio, ativagio dos genes da nodulagio, adesio da bactéria a_determinados sitios na
superficie das raizes e troca de sinais moleculares entre o hospedeiro e o0 microssimbionte, levando a
‘alteracdes fenotipicas nas raizes.

Inicialmente, diversos compostos sdo exsudados pela planta hospedeira, como aminoacidos,
aclicares, acidos carboxilicos, homoserina e flavonéides, que agem como substincias quimiotaticas,
atraindo o rizobio (Gaworzewska & Carlile, 1982; Aguilar et al., 1988; Kape et al., 1991; Dharmatilake
& Bauer, 1992}, A quimiotaxia pode auxiliar o processo da nodulagdo, embora ndo parega ser um
passo essencial, uma vez que mutantes imoveis de R. meliloti ainda foram capazes de formar nédulos
(Ames & Bergman, 1981; Mellor & Glenn, 1987).

Outras substancias, exsudadas, principalmente pelas raizes laterais, estimulam a multiplicagdo
das bactérias na rizosfera. Um exemplo de estimulo especifico é o da homoserina produzida por ervi-
Iha, que estimula R. leguminosarum bv. vicege (van Egeraat, 1975 a,b; Kijne, 1992). Como resultado
desse estimulo, tem-se que, na rizosfera, normalmente ocorre um aumento na popuiacio de rizobio da
ordem de cem vezes (Dowling & Broughton, 1986). Mas o rizobio também precisa competir pelos
exsudatos das raizes com outros microrganismos do solo, incluindo estirpes ineficientes mas adapta-
das, outras bactérias, fungos, actinomicetos e protozoarios, que também podem apresentar a¢do anta-
gbnica pela producio de substincias antibioticas (Hol]and 1970). Essa competigZo pode prejudicar a
colonizagdo das raizes e a nodulago.

Se a quimiotaxia e o estabelecimento do rizébio forem bem sucedidos, as bactérias entdo
aderem a superficie dos pélos radiculares. Considera-se que a adesdo do rizobio ocorre em dois pas-
sos: primeiro, células isoladas aderem & superficie radicular, normalmente a sitios especificos
(Bhuvaneswan et al., 1980; Gulash et al., 1984) e, posteriormente, outras células aderem as bactérias
que ja estdo presas aos pélos radiculares (Smit et al., 1989). Ha indicagtes de que algumas moléculas
parecem estar envolvidas no processo de adesfio e, recentemente, foi relatado que uma proteina da
superficie da bactéria, a ricadesina, comum as diversas espécies de rizobio, estaria envolvida com a
ligag@o aos pélos radiculares (Smit et al., 1989). Fibrilas de celulose, de origem bacteriana, também
participam do processo de adesdo do rizébio aos pélos radiculares (Smit et al., 1986, 1987), embora
nao sejam essenciais & nodulagiio. Nesse processo de adesdo, que envolve também alguma
especificidade, ha algumas evidéncias de que o reconhecimento do rizdbio envolve lecitinas da planta
hospedeira e a hipOtese € de que elas interagem com os radicais de agicar dos polissacarideos da
superficie celular do rizébio (Bohlool & Schmidt, 1974, Dazzo & Gardiol, 1984; Halverson & Stacey,
1985; Kijne et al_, 1988). Existem relatos, também, de gue outros fatores, como a idade da cultura, pré-
tratamento das células e composigio do meio afetam a adesfo das bactérias (Smit et al., 1986; Smith
& Wollum II, 1991). Ha indicagdes, ainda, de que interagées fisico-quimicas entre as superficies do
pélo radicular e do rizébio também podem intermediar o processo de adesiio (Morris et al., 1989).
Proporcionalmente, porém, poucas bactérias aderem aos pélos radiculares da leguminosa hospedeira,
variando de 0,4% a 15% da populagao bacteriana total (Pueppke, 1984; Vesper & Bauer, 1985).



18

Provavelmente, em um processo simultineo com a adesfo das bactérias, tem inicio uma troca
de sinais moleculares entre o microssimbionte e a planta hospedeira, ativando genes dos dois parcei-
ros. Em uma primeira etapa, a planta hospedeira libera sinais que sfio responséveis pela indugio da
transcrigo de genes do rizobio essenciais 2 nodulagio, nod e nol. O primeirc indutor de plantas
estudado foi1solado de extratos de sementes de alfafz e identificado como & flavona luteolina (5,7,3',4'-
tetra-hidroxi-flavona) (Peters et al., 1986). Apos a identificagio da luteclina, os fatores de ativagio
presentes nas sementes ¢ raizes de diversas outras leguminosas hospedeiras comegaram a ser investi-
gados e foram também identificados como flavondides. A Figura 2.2 mostra que, no caso da soja, 0s
principais indutores dos genes nod de B. japonicum e R. fredii, presentes em extratos de sementes e de
plantulas, foram inicialmente identificados como os isoflavondides daidzeina (7,4'-di-hidroxi-
isoflavona) e genisteina (4,5,7-tri-hidroxi-isoflavona) (Kosslak et al,, 1987). Posteriormente, foi rela-
tado que a isoliquiritigeninina (4,2',4'-tri-hidroxi-chalcona) também ¢ um indutor presente em exsudatos
de raizes de soja (Kape et al., 1992) e que os isoflavondides liberados pela soja séo liberados na forma
glicosilada (Barbour et al., 1992). Os isoflavondides, até entdo, eram conhecidos apenas por seu papel
como fitoalexinas, ou seja, substdncias utilizadas pelas plantas na defesa contra patégenos e, geral-
mente, sintetizadas em resposta a infecgfo (Dixon et al., 1983; Lawton & Lamb, 1987; Dixon &
Lamb, 1990). O papel desses isoflavondides como indutores dos genes nod de B. japonicum reforga a
hipotese de Vance (1983), de que o processo de infec¢io das leguminosas por rizobio apresenta mui-
tas semelhangas com a infecgdo por microrganismos patogénicos.

Na segunda etapa de troca de sinais moleculares, as bactérias, através dos genes da nodulagio,
produzem sinais especificos para o hospedeire, induzindo as modificagGes radiculares que ocorrem no
estddio de pré-infecglio, como: a deformagio dos péios radiculares (Had, hair deformation); o
encurvamento dos pélos (Hac, hair curling), podendo ser um encurvamento moderado, de 90° a 360°,
ou acentuado, com 360° ou mais); a formago de raizes curtas e grossas (Tsr, thick and short root); e
o aumento no nimere de pélos radiculares (Hai, hair increase) (Canter Cremers et al., 1986; van
Brussel et al., 1986; Zaat et al., 1987a,b; Faucher et al.,, 1988). Alguns desses fendtipos, em raizes de
soja, podem ser vistos na Figura 2.3. Esses sinais moleculares também sfio capazes de induzir &
divisdo das células no cortex das raizes (Coi, cortical cell division induction), indugdo do meristema
do nédule {(Noi, nodule induction), formando nodulos contendo meristemas apicais, feixes vasculares
periféricos e endoderme, mesmo na auséncia do rizobio {(Truchet et al, 1991). O primeiro sinal estu-
dado foi o produzide por R. meliloti e identificado como um lipo-oligossacarideo sulfatado, com a
estrutura de um B-1,4-tetra-sacaridec de D-glucosamina, contendo trés grupos amino acetilados e um
acilado com um &cido graxo bis-nfo-saturado (Lerouge et al,, 1990). Posteriormente, varios sinais,
produzidos por cutras espécies de rizdbio, foram identificados e, no caso de B. japonicum, algumas
estruturas produzidas por trés estirpes estdo representadas na Figura 2.2, Na soja, j4 foi relatado que
esses fatores Nod séo capazes de induzir a divisdo celular do cortex (Sanjuan et al.,, 1993) e 4 produgio
de novos flavonoides (Ini, increased nod-inducing activity) (Cho & Harper, 1991). Mais detalhes

sobre essa sinalizago molecular podem ser obtidos em uma revisio recente realizada por Hungria
(1594).
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Figura 2.2, Sinalizagio molecular que ocorre entre a soja ¢ Bradyrhizobium japonicum. Os metabdlitos foram
sintetizados pelas estirpes USDA 110, USDA 135 e USDA 61. Segundo Barbour et al. (1992} e
SanJuan et al. (1993).
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Figura 2.3. Fenotipos de raizes de soja, cultivar BR-16, provocados pela inoculagao com a estirpe
SEMIA 586 de B. japonicum. A esquerda, plantas nio inoculadas e, a direita, tratamento
inoculado. Avaliagdes realizadas 15 dias apos a inoculagdo das plantulas. Aumento de
20 vezes. Segundo Nishi & Hungria (1993).

No estadio seguinte ocorre a dissolugao das paredes celulares, permitindo a entrada das bac-
térias nas raizes. Um cordao de infecg¢@o é desenvolvido e cresce da extremidade do pélo radicular
encurvado em diregdo ao cortex, conduzindo o rizobio para as células interiores. Com a divisao das
células do cortex e a indugdo de um meristema nodular, forma-se o primordio do nodulo. Os cordoes
de infecgao penetram nas células individuais desses primordios, em cujo citoplasma as bactérias sao
liberadas (Sprent, 1984; Sobral et al., 1991) e, entdo, envolvidas em uma membrana de origem vege-
tal, chamada “membrana peribacteroidal”, cuja formagao envolve varios sinais produzidos pelo rizobio
(Verma et al., 1993). Os primordios diferenciam-se em um nodulo e a bactéria sofre um processo de
diferenciagdo, transformando-se em bacteroide. O processo de diferenciagao do bacteroide nao € to-
talmente conhecido, mas ha indicagdes de que alguns fatores relacionados com ele seriam a
fosforilagao protéica, a concentragao do ion potassio e a baixa concentragao de 02 (Gober & Kashket,
1987, 1989; Karr & Emerich, 1989). Em seguida, inicia-se a expressdo dos genes nif e fix (nitrogen
fixation e fixation). Genes nif sdao os responsaveis pela sintese e funcionamento do complexo da
dinitrogenase e apresentam homologia com os genes de bactérias associativas, como K. pneumoniae,
e genes fix sdo os necessarios a fixagdo mas que ndo sdo, estruturalmente, equivalentes aos genes de K.
pneumoniae. Desenvolvem-se, entdo, as enzimas relacionadas com a quebra da tripla ligagdo do N, e
com a assimilagdo do nitrogénio fixado. Ja foram identificadas cerca de 40 proteinas que sdo sintetiza-
das durante o desenvolvimento e/ou funcionamento dos nodulos, as chamadas nodulinas (nodulinas
precoces e tardias) e a expressdo genética dessas proteinas vem sendo caracterizada.
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Além desses estudos citados, existem linhas de evidéncia de que outros fatores, como
lipopolissacarideos, que estdo presentes na superficie das bactérias, podem estar envolvidos nos pri-
meiros estadios de reconhecimento da simbiose (Carlson et al., 1987; Priefer, 1989}, Para maiores
detalhes sobre o processo de infecgdo, consultar revisdes recentes de Brewin (1991); Sobral et al.
(1991); Franssen et al. {1992); Kijne (1992); Verma (1992). As principais etapas da nodula¢io estio
resumidas na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Estadios para a formacio dos nodulos e fendtipos causados nas raizes.

1- Quimiotaxia

2- Multiplicagio do rizobio na rizosfera, colonizagic (Roc, root colonization)

3- Adesgo do rizobio as raizes da planta hospedeira (Roa, root attachment)

4- Troca de sinais moleculares entre a planta hospedeira e as bactérias

5-  Alteragdes nos fenotipos radiculares, com a formagéic de raizes curtas e grossas (Tsr, thick and
short root), encurvamentc dos pélos radicutares (Hac, hair curling), pélos radiculares deformados
(Had, hair deformation), aumento no niimero de pélos radiculares (Hai, hair increase)

6- Penetragdo da bactéria _

7- Crescimento do cordio de infec¢do (Inf, infection)

8- Inicio de formagéo e desenvolvimento dos noéduios {(Noi, nodule initiation)

9- Liberagio das bactérias (Bar, bacterial release)

18- Diferenciagiio dos bacterdides (Bad, bacteroid differentiation}

11- Desenvolvimento da nitrogenase, leghemoglobina e enzimas relacionadas com a fixagio do N,
(Nif, nitrogen fixation e Fix, fixation) _
12- Manutengéio do tecido bacteroidal, fungéo e persisténcia do noédulo (Nop, nodule persistence)

2.5. Dinitrogenase e Hidrogenase

O complexo enzimatico presente nas bactérias e responsavel pela reduciio do N, a amdnia €
chamado de nitrogenase ou dinitrogenase. Concomitantemente com o processo de fixagdo de N,, o
complexo enzimatico da dinitrogenase também evolui hidrogénio (H,), com o desperdicio de elétrons
e ATP que, de outro modo, seriam usados para a redugfio de N, (Evans et al., 1987). Um minimo de
25% dos elétrons destinados a dinitrogenase ¢ perdido pela evolugdo do H,. A evolucio de H, por
nodulos de soja ja havia sido observada por Hoch e colaboradores na década de 50 e ocorre mesmo em
pressOes extremamente elevadas de N, (Neves & Hungria, 1987). Conseqiientemente, a equagio que
representa ¢ processo de fixagdo do N, pode ser representada por:

| N,+8H" +8 > 2NH,+H,

Sabe-se, hoje, que existem trés-tipos de dinitrogenase, denominadas dinitrogenase-molibdénio,
dinitrogenase-vanadio e dinitrogenase-ferro. Para maiores detathes, procurar revisdo de Newton (1993).
Em Rhizobium e Bradyrhizohinm, porém, até o momento so foi detectada a dinitrogenase-molibdénio.

O processo de redugdo do N, comega pela doagdo de elétrons pela ferredoxina e flavodoxina
para a redutase da dinttrogenase, ou componente I, que esta associada com duas moléculas de MgATP.
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Em seguida, a proteina reduzida se liga a dinitrogenase propriamente dita ou componente II, com a
transferéncia dos elétrons e a hidrolise concomitante do ATP a ADP. Finalmente, os dois componen-
tes da dinitrogenase se dissociam. Os elétrons sio transferidos um a um e, como todo o processo
requer oito elétrons, acredita-se que se formem varios componentes intermediarios durante a reagéo.

O complexo enzimatico da dinitrogenase € muito scnsivel ao O,, podendo scr irreversivelmente
inativado pela exposigio aos niveis atmosféricos desse gas. As causas para essa sensibilidade ainda
sdo discutidas, mas podem ter originado durante a evolugio da enzima, quando o teor de O, na atmos-
fera era baixo. No caso de microrganismos aerdbicos, como Bradyrhizobium e Rhizobium, cria-se o
paradoxo da necessidadc de O, para gerar ATP e redutores para a dinitrogenase, mas ao mesmo tempo
manter uma pO,, suficlentemente baixa para ndo inativar a enzima. Devem existir, portanto, mecanis-
mos de protegdo a dinitrogenase. Nos nddulos, um dos mecanismos é uma barreira & difusdo do O,
formada pelas células do cortex perto da superficie externa dos nédulos (Witty & Minchin, 1990),
conforme pode ser visto na Figura 2.4. Em nddulos de soja, por exemplo, um minieletrodo de O,
tnserido no nédulo a uma profundidade de 0,5 mm conseguiu detectar uma queda drastica na pressio
parcial de O, (Tjepkema & Yocum, 1974). Ha, ainda, evidéncias de que diversas condigdes de estresse,
como suprimento de seiva do floema, exposigdo a nitrato e acetileno, temperatura e agua, resultam no
aumento da resisténcia dos nddulos a difusio de O,, podendo limitar a atividade da dinitrogenase. O
segundo componente de protegio contra o O, nos nodulos € a leghemoglobina, uma molécula que sc
prende ao O, e serve para fornecer a quantidade adequada de O, para a respiragdo mas, a0 mesmo
tempo, manter a pQ, baixa para a atividade da dinitrogenase (Layzell et al,, 1993).

Algumas estirpes possucm uma segunda enzima, a hidrogenase, capaz de oxidar o H, evolui-
do, recupcrando parte da encrgia perdida (Evans et al | 1987). A represcntagio para a atividade dessa
enzima seria, entfo:

IL+X =2 HX,

sendo X um receptor de clétrons, normalmente 0 Q.

A produgio de H,,pela dinitrogenase, indica um uso ineficiente de energia que, de outro modo,
ficaria alocada no processo de fixagdo do N,. Como parte dessa energia pode ser recuperada pela agéo
da hidrogenase, gerando ATP, considera-se que os sistemas (ue possuem essa enzima sdo mats efici-
entes. Comprovando essa hipotese, varios experimentos foram conduzidos, demonstrando que a adi-
¢do de T, a suspensdes de bacteréides ou nodulos formados por estirpes Hup" {que possuem a
hidrogenase) promovia incrementos na atividade da dinitrogenase, efeito este ausente em estirpes
Jtup™. Em certos casos, porém, a oxidagdo do H, ndo esta acoplada com a formagio de ATP e, conse-
qicntemente, nfo se obscrva cconomia de carbono {revisado em Neves & Hungria, 1987). O ciclo
simplificado da agdo da dinitrogenase e da hidrogenase pode ser visto na Figura 2.5 .

A avaliagio da energia perdida pela evolugdo do H, e a capacidade da hidrogenase reciclar
parte da cnergla perdida tomou major impulso apds o estudo classico de Schubert & Evans (1976),
que assim definiram o termo eficiéncia relativa {(ER):

elétrons utilizados para a redugdio do N,
ER = —_—
fluxo total de elétrons para a dinitrogenase
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Experimentalmente, essa eficiéncia pode ser calculada conforme a formula abaixo, que se

baseia no principio de que, na presenga do acetileno (C,H,), todos os elétrons sio alocados para a
reducio desse gas.

ER = 1. H, evoluido.(ar)
Csz reduzido

ou, ainda, segundo a formula;

ER=1. Hyevoluido (a)

H2 evoluido em uma atmosfera sem N,
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Figura 2.4 Barreira 4 difuséio de O, no cortex do nodulo, formada pe-
las proprias células do cortex perte da superficie externa
dos nodulos, e mudanga na concentragdo de O, em um né-
dulo. Segundo Witty ct al. (1986).
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Figura 2.5, Ciclo simplificado da ag#io da dinitrogenase, reduzindo o nitrogénio atmosférico (N,), e
da hidrogenase, reciclando o hidrogénio (H,) quc € produzido obrigatoriamente durante
o processo de redugiio do N,

Os autores constataram que diversos sistemas simbioticos estudados diferiam e sua cficién-
cia relativa mas que, no caso de Bradyrhizobimwm, ao contraric de outras espécics de Rhizobium, a
atividade da hidrogenase de algumas estirpes era capaz de reciclar tode o 1T, produzido pela
dinitrogenase.

Estudos conduzidos com cultura continua de Azofobacter chroococcunt mostraram que, sob
condigBes de limitagiio de carbono ¢ fosforo, as culturas séo fortemente dominadas pele fenétipo
Hup™. Ja nos casos de limitagdo por ferro ou O,, hi uma pequena vantagem do fenotipo Hup™ (Yates
& Campbell, 1989). Além disso, varios outros fatores podem afetar a atividade da hidrogenase ou a
alocagio de elétrons para a dinitrogenase, resultando em maior ou menor eficiéncia na conversio de
elétrons para a redugio do N, (Neves & Hungria, 1987).

Os resultados obtidos em diversos experimentos que investigavam as vantagens do fendtipo
Hup™ em leguminosas, porém, sio conflitantes. Em soja, h4 indicagdes de que as estirpes Hup™ sio
mais cficientes cnergeticamente do que as Hup™, podendo contribuir com maior acamulo de N nos
griaos (Schubert et al., 1978; Albrecht et al., 1979; Zablotowicz et al., 1980; Hanus et al, 1981).
Nesses experimentos, porém, nfo foram utilizadas estirpes isogénicas para o fenotipo Tup. Compa-
rando estirpes 1sogénicas Hup e Hup™, Devron et al. {1987) ndo detectaram, na fase inicial, diferengas
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entre as estirpes e, aos 75 dias, as plantas inoculadas com as estirpes Hup” apresentaram menor maté-
ria da parte aérea seca, o que foi atribuido & fimitagio de (O, nos nddulos, pela oxidagio pela hidrogenase.
Em outros experimentos com estirpes isogénicas de . japonicum, porém, observaram-se aumentos de
9% e 11%, respectivamente na matéria seca e teor de N total na parte aérea (Evans ct al., 1985) e de
13% no N total acumulado pelas plantas (Flungria ct al., 1989).

Além desse papel na economia energética, ha sugestdes para pelo menos mais duas funges
para a hidrogenase: 1- mecanismo auxiliar de protegdo respiratoria, removendo o O, do ambiente da
dinitrogenase e 2- prevenir a inibigdo da atividade da dinitrogenase pelo H, evoluido que, devido a
compartimentalizagdo da estrutura do nodulo, pode atingir concentragdes inibitérias (revisado em
Neves & Hungria, 1987).

Os estudos sobre a cvolugdo do H, e hidrogenase continuam em diversos laboratérios do mun-
do. Muito ji se conhece, também, sobre as propriedades fisico-quimicas, propriedades cataliticas,
aspectos genéticos e regulacio da expressio da hidrogenase (Maicr, 1986; Evans et al., 1987, ()’Biian
& Maier, 1988; Arp, 1992) Embora a evolugio do H, tenha sido frequentemente indicada como um
dos fatores que limitam a eficiéncia da fixagdo do N., restam muitas dividas, tanto a nivel basico
como a nivel mais aplicado, que precisam ser melhor esiudadas e entendidas. Uma das davidas surge
na constatag¢io de que as estirpes TTup™ parecem constituir a malorta dos isolados do solo representan-
do, em alguns levantameunlos realizados, de 753% a 81% da populagio rizobiana, o que poderia indicar
alguma vantagem cm termos de competitividade (Carter et al., 1978, Brewin, 1984; Arp, 1992),

2.6. Assimilaciio da Aménia Resultante da Fixa¢io do N,

O primetro produto da fixacdo do N, ¢ a amdnia, que € transferida do bacteroide pela membra-
na peribacteroidal para o citossol da planta hospedetra (Bergersen, 1965, Bergersen & Turner, 1967).
As reagdes de assimilaglio sdo entdo mediadas pela giutamina sintetase (GS) e glutamato sintase
(GOGAT) (Figura 2.6}. O desenvolvimento dessas cnzimas ocorre, principalmente, durante o estabe-
lecimento da nodulagio (Atkins et al , 1980, 1984: Miflin & Cullimore, 1984: Hungria et al., 1991),
com mais de 95% da atividade localizada no citossol dos nodulos (Atking et al., [98(); Milin &
Cullimore, 1984).

Existem duas formas de GOGAT nos nodulos, a dependente de ferredoxina c a NADH-GOGAT,
clja atividade geralmente ¢ malor (Suzuki et al., 1986; TTungria et al , 1991) e que csta localizada em
plastidios (Shelp & Atkins, 1984). Incialmente, a GS adiciona amdnia ao acido glutamico, com a
hidrélise concomitante de ATP. O N-amida da glutamina, que € o produto orgénico inicial do proces-
so de fixagdo é, entdo, usado pela GOGAT, sendo adicionado a uma molécula de a-cetoglutarato
(4cido 2-oxoglutarico), gerando duas moléculas de glutamato. Essas duas moléculas podem ser nova-
mente usadas como receptoras da amdnia ou podem ser usadas, posteriormente, como doadoras de
amida. Devido ao baixo Km da GS para a amdnia (200 nM), essa é considerada a principal via de
assimilagdo da amdnia nos nddulos (Boland et al., 1982; Sheip & Atkins, 1984, Atkins, 1991) .

Atividades elevadas da glutamato desidrogenase (GDI{) também ja foram detectadas nos no-
dulos (Shelp & Atkins, 1984; Hungria et al,, 1991) e a assimilac@o, via GIDH, sena pela adigdo da
amdnia ao Acido 2-oxoglutarato, gerando glutamato. Entretanto, devido as baixas conceniragdes de
amdnia encontradas nos nddulos e ao Km elevado dessa enzima, de 14 pM, € pouco provavel que essa
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via seja utilizada (Streeter, 1989; Atkins, 1991). A constatagiio de niveis elevados de atividade nos
nodulos, porém, deixa dividas sobre a a¢io da GDH, que talvez possa ser importante sob condigdes

de estresse (Atkins et al., 1984) ou durante a senescéncia dos nodulos (Sutton, 1983),

——
QELULA INFECTADA CELULA NAD INFECTADA
Ny  BACTERGIDE
1
CITOEBOL
2
———f— OLN -—NH3 w KA
: tﬁL: NAC E
OH- FIRUVATO KANTINA XANTINA
INFECTADA
1 - LN S ary _uwj_; SER \ 12
YN
T/ 4 Acipo URicO
ABN ASP oLl Gy ATHF €Oz 1 ;
\ ‘v ‘ l * Aeipo URrco
[ SINTESE DE PURINA P o, —*|13
/—. e su PEROXIEBOME
PRPP .+ Ribose - ap KHP | ALAN
15 pLasTibED L
, (@ ’ ;
¢ itioo ¥ REYICULD
ASN imice ¥ XANTINA ALAN ENDOPLABMATICD
t] ‘ 14
ACAL
ALaN A aoar 1
\. J\_l i,
B Y ' )
Y 14 14 ¥
APDPLASTO ASN ALAN ———w ACAL ACAL  ACAL“— ALAN  AGAL CORTEX
LN ALAM
{ ! y,

L
ARK ;

.
JEEE Ny

P avyy

I___J
T ;I e

Figura 2.6, Vias de assimilagdo da amdnia fixada nos nédulos de leguminosas. (1) Nitrogenase

(E.C.1.18.6.1); (2) glutamina sintetase (E.C.6.3.1.2); (3) glutamato sintase (E.C.2.6.1.53);
(4) aspartato aminotransferase (E.C.2.6.1.1); (5) serina hidroximetilase, {6) metileno
tetrahidrofolato oxidoredutase (E.C.I.S.I.S); (7) asparagina sintetase (E.C.6.3.54); (8)
fosfoglicerato oxidoredutase (E.C.1.1.1.95); (9) fosforibosil amido-transferase
(E.C.2.4.2.14), (10) inosina monofosfato oxidoredutase (BE.C.12.1.14); (11) véarios
passos; (12)xantina oxidoredutase (E.C.1.2.3.2); (13) urato oxidase (E.C.1.7.3.3);, (14)
alantoinase (E.C.3.5.2.5); (15) fosforbosilpirofosfato sintase (E.C.2.7.6.1). Abreviacdes
usadas: ALAN, alantoina, ACAL, &cido alantéico; ASIN, asparagina;, ASP, 4cido aspartico;
GLI, glicina; OH-piruvato, hidroxipiruvate; IMP-inosina monofosfato; PRPP, fosforibosil
pirofosfato;, SER, serina; THFE, 4cido tetrahidrofodlico; XMP, xantina monofosfato. Se-
gundo Neves & Hungria {1987).



27

Os principais produtos que sio exportados dos nodulos para as plantas hospedeiras sdo as
amidas (principalmente asparagina e, cm menor porcentagem, a glutamina) e os ureidos (alantoina e
acido atantoico) (Figura 2.6). O maior transporte de N como amida ou ureidos varia com a espécie de
leguminosa {Sprent, 1980; Atkins, 1991). No caso da soja, cerca de 90% do N total da seiva do xilema
¢ transportado como ureidos, observando-se uma variagdo com a planta hospedeira € com a estirpe da
bactéria (Neves et al., 1985; Hungria & Neves, 1987ab; Neves & Hungria, 1987; Hungria et al,
1989); em menor porcentagem, tem-se a asparagina {Atkins, 1991). A alantoina e o 4cido alantoico
sdo formados nas plantas pela oxidagio dos nuclcotideos de purina, derivados da sintese de nove ou da
hidrolise de acido nucléico. Os estudos sobre o metabolismo dos ureldos em soja foram realizados
com 151'\12 e l31\12 (Matsumoto et al., 1977; Minamisawa et al., 1986; Schubert & Coker, 1982). Matorcs
detalhes podem ser encontrados nas revisdes de Neves & Hungria (1987) e Atkins (1991).

Em feijéo e em soja nodulados, for encontrada uma correlagfo positiva entre a porcentagem de
N transportado na sciva do xilema como ureido e a produtividade, N total das vagens e indice de
colheita para o N, tornando-se uma ferramenta importante nos programas de selegiio de simbiontes
mais eficientes (Neves et al., 1985; Hungria & Neves, 1987a,b; Neves & Hungria, 1987) (Figura 2.7).
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Figura 2.7, Correlagio entre o teor de N-ureido na seiva do xilema, aos 35
dias apos a emergéncia (DAE) e (a) indice de colheita para o N,
{b) N total dos griios aos 77 DAL, Experimento conduzido com
cinco cultivares e seig estirpes de feijio. Segundo Hungria &
Neves (1987 b).
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Novos experimentos devem ser conduzidos para identificar e quantificar os beneficios do maior
transporte de ureidos, pois tanto em soja como em feijdo ha resultados comprovando que o N-ureido ¢
mais facilmente translocado para os graos do que o N mineral (Neves et al., 1985; Hungria & Neves,
1987b; Yoneyhama, 1984a,b). Além disso, permanece a divida sobre as bases bioquimicas que expli-
cariam a correlagio positiva encontrada entre a maior eficiéncia relativa da nitrogenase (ER) e a maior
porcentagem de N-ureido transportada na seiva do xilema (Neves et al., 1985; Hungra & Neves,
1987a,b).

2.7. Custos Energéticos do Processo de Fixaglio do N,

Nas plantas dependentes exclusivamente do processo de fixago do N, a energia das reagdes
fotossintéticas ¢ armazenada nos nédulos, para ser oxidada e produzir redutores fortes (elétrons) e
ATP, necessarios a atividade da dinitrogenase. No caso das leguminosas dependentes de nitrato
(NO,), 0s gastos energéticos sdo similares aos da fixagio bioldgica quando a assumilagdo ocorre nas
ratzes. Em algumas leguminosas, como a soja e o feijdo, porém, o nitrato € reduzido principalmente
nas folhas e o0 ATP necessario para o metabolismo posterior da amdnia pode ser tornecido diretamente
pela fotofosforilagdo nos cloroplastos, reduzindo os custos energéticos. Na Figura 2.8 pode-se obser-
var uma representagio do fluxo de energia para os processos de redugdo do N, ou do nitrato nas
leguminosas.

As diferencas no custo energético do nitratoe, assimilado pelas raizes e pelas folhas e nas con-
digBes experimentais dos estudos conduzidos em varios laboratorios, levaram aos mais diversos resul-
tados quando compararam a eficiéncia energética de leguminosas noduladas ou recebendo N mineral.
Mais detalhes podem ser obtidos nas revisdes de Phillips (1980); Schubert & Ryle (1980); Minchin et
al. (1981), Mahon (1983); Saari & Ludden (19806);, Neves & Hungria (1987).

O custo teorico de redugdo de | mol de N, para 2 mols de aménia € de 28 ATP. Dependendo
da presenga da hidrogenase, tipo de composto exportado e outros fatores, esse custo pode variar de
25,5 a 49 ATP.mol™! N, fixado (Minchin et al., 1981; Saari & Ludden, 1986). Existem diversos
métodos experimentais, conduzidos sob condigdes controladas de casa de vegetagio ou a campo, para
calcular os custos energéticos reais do processo de fixagdo do N, e compara-los com os valores teori-
cos (Mahon, 1983; Saari & Ludden, 1986; Neves & Hungria, 1987). Um dos métodos mais utilizados
¢ o da avaliagiio dos custos energgticos pelo fluxo respiratorio, cujos resultados podem ser expressos
em nimero de mols de glicose.mol™' de NH,", mols de CO,.mol™" de NH,", mg C respirado.mg™' N
fixado, etc. Segundo Mahon (1983), a estimativa termodinimica teérica para a reagio da dinitrogenase
seria de, no minimo, 0,11 mols de glicose.mol™ de NH . » mas, pela compilagio dos valores encontra-
dos em diversos experimentos, o autor considera como valor médic 0,50 mols de glicose.mol™" de
NH 4*', portante bem mais elevado do que o valor tedrico,

No caso da soja, 0s gastos de carbono para a fixagdo do N, encontrados por alguns autores
variaram de 2,4 g a 7,0 g C respirado.g™! N fixado (Saari & Ludden, 1986). Além de diferencas nas
condigBes experimentals e nos gendtipos de soja e estirpes de bactérias, a discrepincia dos resultados
também pode estar relacionada com a presenga da hidrogenase, que reduz os custos no consumo de
carboidratos na ordem de 11% a 25%, com a fixagio de CO, pela enzima NADP-malica e, principal-
mente, pela fosfoenol piruvato (PEP), que pode resultar em uma economia de 9% a 32% dos esquele-
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tos de carbong, além de diferengas no tipo de composto nitrogenado sintetizado e transportado pela
seiva do xilema {Minchin et al., 1981; Saari & Ludden, 1986, Neves & Hungria, 1987). De qualquer
modo, procurar sistemas simbidticos mais eficientes é uma meta importante, pois cerca de 30% dos
fotossintatos diarios da planta hospedeira s8o desviados para os nodulos (Minchin & Pate, 1973;
Mahon, 1983},

Agua + Energio luminosa

Fotossintese

0
2 Fotoreagdo
@ 8 + ATP
/ CO2 Fotossintese
Redugdo do ' Reagdo ho ascuro
Nitrato ]
+ - Carboidratos
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Figura 2.8. Representacio do fluxo de energia envolvido na reducfo do nitrato do
solo ou dos fertilizantes e na redugdo do N,. Para aredugéo do nitrato
podem ser utilizadas duas fontes de redutor: 1-excedentes de energia

luminosa e 2-carboidratos produzidos pela fotossintese. Segundo
Mahon (1983).

No caso dos experimentos que encontraram maior eficiéncia nas plantas que assimilavam N
mineral, 08 valores sdo, em média, 30% superiores 20s das plantas fixando N, (revisado em Mahon,
1983, Neves & Hungria, 1987). Essa menor eficiéncia energética das plantas noduladas muitas vezes
tem sido mencionada como um desestimulo & pratica da inocula¢@o. Combatendo esse pensamento,
porém, tem-se que considerar, entre outros fatores, que o consumo energético para a fixagio do N, é
trés vezes menor do que o do processo Haber e Bosch.. Conforme salientado por Mahon {1983), em
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termos agrondmicos, as vantagens da adaptagdo ¢ melhoria dos sistemas simbidticos sdo muitas, par-
ficularmente em comunidades com grandes perdas de N por lixiviagdo ou desnitrificagiio, como ocor-
re em varios solos do Brasil.

2.8. Diferencas Morfolégicas, Fisiologicas, Bioquimicas e Genéticas entre as Espécies
Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium clkanii
2.8.1. Diferencas entre as espécies

Em diversos trabalhos, foram encontradas diferengas marcantes entre estirpes de B. japonicum,
Em relagdo as diferengas gendmicas, inicialmente foi realizado um estudo de hibridizagdo de DNA
com espeécies de Riizobinm, Bradyrhizobium e Agrobacterium e de comparagio da estabilidade térmi-
ca da fita dupla de DNA das bactérias heterdlogas ¢ homélogas (Hollis et al., 1981). Essc estudo
demonstrou que as estirpes de B: japonicum poderiam ser divididas em dois grupos principais de
homologia do DINA e que o grupo 1 suportava ainda uma subdivisio em la e Ib.

Stanley et al. (1985) também observaram, utilizando hibridizagdo com #nifDH e seqliéncias
homélogas dos genes nod, que as estirpes de A. japornicum caiam em dois gendtipos marcantemente
diferentes, sTT e sTII, que apresentavam linhas evoluciondrias distintas. Diferengas entre os genotipos
também [oram confirmadas em estudos de seqtlcn.cia'mcnto dos genes nifDK e niff., que codificam a
protéina Mo-Fe ¢ o cofator Mo-Fe da dimtrogenase (Minamisawa, 1990; Minamisawa et al., 1992),
por hibridizag8es com o gene /p (Minamisawa, 1990; van Berkum, 1990; Minamisawa et al., 1992),
pelo padrdo de restricio com os genes »od comuns (nodYAB() da estirpe USDA 110 (Rumjanek et al.,
1993a) com as seqliénelas génicas 168 RNA (Young et al., 1991; Rumjanck ct al., 1993b) e com as
seqiiéncias RS (Minamisawa et al., 1992), que estdo agrupadas ao redor das regides nif de B. japonicum
(Kaluza et al., 1985). Informagdes sobre algumas cstirpes citadas nesta revisdo constam da Tabela
2.5, Hibridizagtes com 14 clones sclecionados, ao acaso, de bibliotecas de cosmideos de B. japonicum
utilizadas por Kuykendall et al. (1992), também constataram a existéncia de dois grupos distintos
dentro da espécie B. juponicin,

Diversas caracteristicas fenotipicas (morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas) foram analisa-
das em bactérias dos diferentes gendtipos, procurando relaciona-las com as diferengas genéticas.
Fuhrmann (1990) encontrou diferengas na morfologra das coldnias, constatando que bordas irregula-
res e planas ocorreriam exclusivamente no gendtipo 1 (GTIL) o que, contudo, nio foi confirmado por
Boddey & Hungria {1994a). Ja Kuykendall et al. {1988) demonstraram que os genodtipes diferiam
quanto a composi¢do dos acidos graxos e que o grupo [ apresentava resisténcia a nivels clevados dos
antibidticos rifampicing, tetraciclina, estreptomicina, cloranfenicol, eritromicina, carbenicilina e aci-
do nalidixicoe. As estirpes do GTII também diferiam quanto a composigao dos polissacarideos extra-
celulares (Huber ct al., 1984), contendo ramnose e acido 4-O-metil-glucurdnico, com pequena quan-
tidade de glicose e manose, ac passo que nas cstirpes do GTT a composigio incluia glicose, manose,
galactose, 4-O-metil-galactose e acido galacturdnico (Minamisawa, 1989).

Qutra diferenga observada foi a de que as estirpes do grupo Tl produziam rizobiotoxina [acido-
2-amino-4-(2-amino-3-hidropropoxi)-frans-but-3-endico, PM=1901 e desidronzobiotoxina (PM=192)
(Minamisawa, 1989) que, quando sintetizadas nos nodulos de soja, induzem clorose em folhas novas
das cultivares sensiveis, prejudicando o crescimento das plantas (Johnson et al., 1959; Owens & Wright,
1964a.b; La Favre & Eaglesham 1986a; Devine et al., 1988 Fuhrmann, 1990).



Tabela 2. 5. Caracteristicas de algumas estirpes de Bradvrhizobium citadas neste capitulo.

Estirpes Qutras Origem Principais caracteristicas
Numenclaturas
SEMIA 3032 TISDA 11D EUA ‘solada pelu Niftal, Hawai. Grupo ia (Hollis o al, 1981, Kuykendall ot al., 1588, 1552), <TT (Stanley st al, 15933),
TAL-102 mendtipn |- Al (hinamisswa, 19507
USDA 122 ElA Gendtigo [ - A2 (Minamisawe, 1950,
PI17-1 BR 103 EUA hutante revertante isopénica Hup' da estirpe P17 (Tepe et al, (9810, Genétipo [ - A2 (hlinanusswa, 1990)
PI17 BR 102 HUA Fslirpe iscpénica =up” da PI27 Genétipo T - AZ (Klnasgsawa, 1990),
SEMIA 3071 USDaA 123 EUA Chupa T Giollis et al, 1981; Kuykencall ot ai, 19583 Senstvel 4 alta temporatura ¢ baixa umidade (hMorate et al.. 1850).
SEMIA 3031 1ISDA 73 EUA Gendlipo mista, entre T e [T (vinatnisawa, (989),
UISDA 31 A Grupa I (Tells et al, 1981, Xuvkendall et al, (988); sTIT (Stanley el al,, 1985), gendtipe [I - Bl (Minamisawa, 18807, B effnid 1 {Huykeadall ot al., 1931).
USDA 94 EUA Chupo 1T (Moilis et al, 1981, Kuykenda® et al., 1988); pendtipe 11 - BT (Winamisawa, 1990) sTIL (Stazley ot al, 1983); B, alkanii Ila (Kuvkeodal: et al, 1582),
USDIA 76 ElIA Grupa II (Holis =2 al, 1981, Sanvkendall et al, (988Y 5T (Stanley et al, 19833, gendtipo I1 - B2 (Minamisawa, 1590); B, effonid [T (Huykendall et al., 1932).
SEMIA 3072 NC1005 EUA [sulads pe Universidade ds Caraling do Norte,
SEMIA 3039 5320,G3 Hrasi isnlada polo IPAGRU, RS, em (966 Eficients, mas pouro competitiva (Peres, 1979).
SEMIA 3019 29w, BR 29 Brasil lsulads ca linhapem 1AC 70-339, pola EMBRAFPA-CNPRS, RI Sficiéncia alla (Peres, 1679) a média (WNeves o al,
| 585}, Competitiva (Peres, 1979, recormendada comercizlmente desde 1979 até o presents momsaiio.
Rad-a BR 54 Brasil solads pele ENEIEAPA CNPERYE, ®i, em 1963, de sclos com alio teor de manganis ¢ que haviam sido ineculados com
inoculante miste do SBARGE, RE. Eficiente (Ddhereiner ot al, 1870).
SEMIA 387 BR96 Brasil Ignlada pelo [PAGRC RS, =0 1967, Efielente e compatitivs (Pewes, 1974 Recomendada ecmercialmente d= 1048 a
1975 & de 1979 até o presente mansntn,
SEMIA 53061 INPA 037 Braail [solada pelo INPA, ANL Eficicnte ¢ camipetitiva,
DF395 BR 76 Brusit  Isolada de sulus do DE. Forma muitos nédulos, mas de baisa sficiéncia (Naves ot al., 1985).
SMlb BRt Brasil Isalada pela FEAIBRAPA-CNPRS, RI, em 1943, de solos que ndo haviam side inoculades, Eficifncia meédia {Dabereiner
cral, 1970) a baixa (Neves et al, 1943)
963 BR 93 Japﬁo Eficiéneia baixn {Peres, 19793 7 alta (Weves et al, 1983,
13F383 BR 77 Brasil Isclada ce selos de 13F. Toma poucos addules, mes muilo eficientes (Noves o al, T985),
SEMIA 538G CR 1809, BR 33 Austrilia Isolada pelo CSTRO, ¢ coviada 20 Brasil vm 1285, Muito oficiente {Débereiner et al., 1970), apeser da beisa massa
USDA 1360 nodulss (Meves et al, 19333 Baisa vapacidsde compeitiva 2 fooma pouces nodules cow a euliivar LAZ. 2 (Pares, 1379)
SEMIA 527 Brastt Isolade pels IPAGRO, RS,
SEMIA 3070 CPAC 74K Brasil  Isclada pela BASRAPA-CEAC, DF.
SEMIA 3080 CPAC T Brasil Isolada prele EMBRAPA-CPAC, DF. Subcu'nira da CB1809, mas competitiva (Vargas et al. 1992a), Nodula a culivar
TAC-2, Recorzendada cumercialmente desde 1997
S1MIA 366 BR 40 Beasil [selada pelo PAGRT, RS, de inoculante amerivang, em 1843 ¢ recomendada comercizlmente atd 1974
SEMIA 3079 CPAC 13 Brasil Isalada pels EMDRAPA-CPFAD, DE Perlenee av serogrupa 366, mas & mais eficientz (Vargas <t al, 1492a)

Hecomendada comercialmente desde 1992

[soladas pela EREIRARA-DPAC, 0T

[solados =8

It
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As estirpes do grupo 1T também sintetizam acido indol acético (ALA) in virro, acumulando
mais de 20 uM no meio, enquanto que nas estirpes do grupo I nlo se verificou sintese de ALA
(Minamisawa & Fukai, 1991; Minamisawa et al., 1992). O triptofano ¢ geralmente um intermediario
chave na biossintesc de ATA em microrganismos (Morris, 1986). Minamisawa & Fukal {(1991) obser-
varam que a adicio desse aminoacido aumentava a concentragio de ATA nos sobrenadantes do GTILI,
a0 passo que as estirpes do G11 ndo acumulavam ATA, mesmo na presenga de triptofano.

Quanto 4 atividade enzimatica, Huber et al. {1984) observaram que somente as estirpes do
grupo I1 exprimiam a atividade da dinitrogenase /» vifro, avaliada pelo método de redugiio do acetileno.
Par outro lado, Minamisawa (1989) observou que o fenotipo TTup” esta confinado ao genétipo I ¢ que
a cxpressdo do fendtipo € consistente com a presenga dos genes estruturais frrp (Minamisawa, 1990,
Minamisawa et al , 1992) Nem todas as cstirpes do grupo 1, porém, sgo Hup' (Minamisawa et al.,
1992), o que sugerc que a caracteristica Flup implicaria em transferéncia genética horizontal entre
cstirpes do genotipo I (Minamisawa, 1990). Recentemente, porém, foi relatado que diversas estirpes
apresentam atividade da hidrogenase denominada Hup-hr, isto é, Hup host regulated, caracterizada
por nido expressar atividade da hidrogenase em soja, mas sim em caupi (Vigna wngnicylata L)) (van
Berkum, 1990; van Berkum & Sloger, 1991). Algumas estirpes do gendtipo 1 se enquadraram na
categoria de ITup-hr (Keyser et al., 1982; van Berkum & Sloger, 1991), mas csse parametro ainda néo
toi considerado nos estudos de subdivisdo em genodtipos.

A sintese de rizobiotoxina ¢ a presenga de hidrogenase parecem ser incompativeis, desde que
a derrepressio da hidrogenase 71 vitre ¢ inibida pela presenca de rizobiotoxina (Minamisawa, 1988}
Foi ohservado, entio, que as cstirpes do genétipo Il ndo patrccem carrregar os genes estruturais Anp e
que, portanto, a repressdo pcla rizobiotoxina provavelmente nfio ocorre em condigdes naturais
(Minamisawa, 1990)

Em relagho a assimilagdo do N, fixado pelas bactérias in vitro, fol relatado que as estirpes do
grupo [ assimilam amdnia principalmente pela 1soenzima GSII, enquanto que nas estirpes do grupo 11
a assimilagdo ocorre, preferencialmente, pela GSI (Rumjanek et al., 1993a).

Ein simbiose, uma diferenga observada fol a de que a principal oxidase terminal do citocromo
cer, estava presente somente entre as etirpes do grupo Tl e que essas bactérias ndo possuiam a
hemoproteina ’-422 reativa com CO (Kcister & Marsh, 1990).

Diferengas importantes foram encontradas na interagfio das bactérias com alguns genodtipos de
soja. FFoi relatado que a restrigio da nodulagio (proliferagio do cortex sem formagio de nodulos) pelo
gene dominante Kj,, presente na cultivar Hill, ocorre pela inoculagdo com a grande maioria das estir-
pes do grupo II, mas ndo com as estirpes do grupo 1 (Devine et al., 1990; Kuykendall et ai.,1992).
Recentemente, porem, Sadowsky & Cregan (1992) observaram que essa restricdo poderia ser estendi-
da a algumas estirpes do grupo I. Tambdém foi constatado por Devine et al. (1983) que as estirpes do
grupo Il nodulavam soja “ndo-nodulante”. que possui o alelo 77 7/, e também iniciavam a nodulagio
em amendoim {(Arachis hypogaea 1), além de induzirem clorose pela produgio de rizobiotoxina, A
nodulagdo da soja com o alelo rj,7/, também ocorreu com algumas estirpes do gendtipo IT utilizadas
nos estudos de Rumjanek et al. {1993a), mas ndo foi confirmada plenamente por La Favre & Eaglesham
{1986a).
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Todas essas diferengas encontradas entre os dois genétipos, resumidas na Tabela 2.6, levaram
Kuykendall et al. (1992) a sugerirem, recentemente, a subdivisio em duas espécies: 5. japonicum,
com as estirpes do gendtipo 1, e B. elkanii, que incluiria as estirpes do gendtipo 1l (Tabela 2.3).

Para os estudos brasileiros, resta a decisdo de quais parametros poderiam ser mais facilmente
empregados para o enquadramento das estirpes nas duas espécies. Através de uma anélise dos parametros
obtidos em diversos trabalhos, da repetibilidade e consisténcia dos resultados entre autores e das
condigdes de muitos laboratorios brasileiros, podem ser recomendadas, hoje, as analises de composi-
¢Ao dos polissacarideos extra-celulares, resisténcia intrinseca a niveis elevados de antibidticos, sintese
de rizobiotoxina e acido indol acético in vivo ou in vitro, presenga da hidrogenase pela hibridizagio
com os genes Aup ou pelo fendtipo Hup, além da hibridizagdo especifica com algumas seqliéncias
genéticas, como o #nifDK, niff, RS e 165 rRNA (Stanley et al., 1985; Kuykendall et al., 1988;
Minamisawa, 1989, 1990; Minamisawa & Fukai, 1991; Minamisawa et al, 1992; Rumjanek et al.,
1993b; Boddey & Hungria, 1994a). Para a identificagdo inicial de diversos isolados, porém, deve-se
considerar a sugestdo de Minamisawa et al. (1992), da analise de 4cido indol acético in vifro, por ser
uma analise facil, envolvendo custos baixos e que apresenta alta correlagdo com a divisio em gendtipos
ou espécies.

2.8.2. Divisio das estirpes “brasileiras” em B. joponicum e B. elkanii

Embora os estudos mostrande diferencas entre estirpes de B. japonicum tenham iniciado nos
Estados Umdos na década de 80, analises semelhantes ndo foram realizadas com as estirpes “brasilet-
ras”, isto &, estirpes que foram ou sfo utilizadas em estudos e inoculantes no Brasil,

Recentemente, o uso de apenas dez oligonuclectideos curtos pela analise de RAPD (random
amphfied polymorphic DNA) foi capaz de diferenciar algumas estirpes brasileiras (Lunge, 1993),
embora nenhuma correlagio com a divisiio em gendtipos ou espécies tenha sido feita.

A andlise de alguns pardmetros, como assiruilagio da aménia pela GS'in vifro e hibridizagio
com a seqiiéncia 16S rRNA nas estirpes SEMIA 5019 ¢ SEMIA 587, recomendadas comercialimente,
mostrou que ambas apresentam caracteristicas de B. elkanii (Rumjanek et al., 1993a,b)

Em outro estudo, 32 estirpes “brasileiras” de Bradyrhizobium ¢ oito estirpes-padrdo america-
nas dos gendtipos 1, I e misto foram analisadas para diversos pardmetros /22 vitro, como morfologia
das coldnias, reagdes soroldgicas, resisténcia intrinseca a antibidticos, sintese de acido indol acético,
expressdo da hidrogenase e pardmetros /7 vivo, como produgéo de rizobiotoxina e restrigdo a nodulag&o
pelos genes &/, e 17,7/, da soja. Um fenograma obtido com esses pardmetros mostrou que a SEMIA
586 e a SEMIA 5080 s#o as finicas estirpes “brasileiras” que pertencem ao genotipo I (5. japoricunt)
¢ que a maioria das estirpes utilizadas em inoculantes, ou em estudos conduzidos no Brasil, pertence
ao genotipo 11 (B. elkanii) (Boddey & Hungria, 1994a) (Figura 2.9).

Diversos isolados das regides do Cerrado pertencentes ao sorogrupo SEMIA 566, porém, fica-
ram em uma posigio intermediaria entre as duas espécies. As principais diferengas detectadas nesse
grupo misto foram a sintese de niveis intermediarios de acido indol acético e a auséncia de sintomas
graves de clorose provocados pela rizobiotoxina (Boddey & Hungria, 1994a). Essas estirpes estdo
sendo analisadas, agora, com diversos oligonucleotideos pela técnica de PCR e os resultados prelimi-
nares confirmam o fenograma obtido.



Tabela 2.6. Algumas diferengas encontradas enire as espécies Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkapii.

Caracteristica

B. japonicum

B. elkanii

Morfologia das coldnias

Composicio dos acidos graxos

Resisténcia a niveis elevados de antibiéticos

(ug/ml)
Composicao dos polissacarideos extra-celulares

Sintese de rizobintoxina

Sintese de Acido indol acetico i vifre em meio,
com ou sem triptofano

Atividade da dinitrogenase in vifro
Assimilacdo do N in vifro

Genoétipo hup

Fenotipo Hup

Presenga, cm simbiose, do citotromo aa’
Nodula soja com o alelo /7,

Nodula soja com o par de alelos 7,7/,
Nodula amendoim

Eficigncia de fixaglio do N,

Competitividade com . max

Competitividade com G sgjae
Macroptilium afropurpureum

sem colénias com bordas
irregulares e planas

1,3% 16:1¢is 9,3,0% 16:1 C,
8,8%, 16:0, 1,2% 19:1
ciclopropano e 81,2% 18:1
nio

glucese, manose, galactose,
4-O-metil-galaclose,

dcido galacturdnico’

nio

niao

nao

iscenzima GSII
sim

sim

nao

sim

ndo

nao

maior

maior

menor

Referéncia

aparecerm colnias com bordas
imegulares ¢ planas

0,5% 16:1C, 11,1% 16:0, 0,.8% 17:0
ciclopropano, 24,7% 19:0
ciclopropano e 62,3% 18:1
rifampicina (500), tetraciclina (104),
estreptomicing {230), cloranfenicol (300},
eritromicina (2307, carbenticilina (500),
acido nalidixice (307}

predominio de ramnose, dcido 4-0-
metil-glucurdnico

Sim
sim

sim

isocnzima GSI
nio

ndo

sim

néo

sim

sim

menar

MEnIT

maior

Fithrmann {1990}

Kuykendall et al. (1988)

Kuykendal! et al. (1988}

Huber et al. (1984)

Minamisawa (1989)
Minamisawa & Fukai (1991},
Minamisawa et al. (1992)
Huber et al. (1984)
Rumyanek et ak. (1993a}
Minamisawa (199()
Minamisawa (1989)

Keister & Marsh (1990)
Devine et al. (1990)

Devine ct al: (1983)

Devine et al. (1983)
Fuhrmann (1994}, Teaney &
Fuhrmann (1992), Vasilas &
Fuhrmann (1993), Boddey &
Hungria (1994b)
Minamisawa et al. (1993), Boddey
& Hungria (1994b)
Minamisawa et al. (1993)
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Figura 2.9. Fenograma de 40 estirpes de Bradyriizobivm que nodulam a soja, obtido pelas matrizes de similaridade pelo
método UPGMA (unweiplit pair-group with arithmetic mean), considerando diversos parimetros morfoldgicos,
fisiologices e bloquimicos. Segundo Baddey & Hungria (1994a),
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2.9. Eficiéncia e Capacidade Competitiva das Estirpes
2.9.1. Parametros que afetam a eficiéncia e competitividade

Conforme j& mencionado, devide ao custo energético elevado do processo de fixagio do N,
estirpes mais eficientes energeticamente devem ser procuradas. Foi mencionado, ainda, que os princi-
pais parAmetros que vém sendo procurados sdo as estirpes com maior atividade da hidrogenase, da
PEP carboxilase e com maior sintese de ureidos. Na Tabela 2.7, alguns resuitados encontrados em
estirpes isogénicas Hup™ e Hup™ confirmam que a presenca da hidrogenase e o maior transporte de
ureidos permitiram taxas mais elevadas de fixagio do N, e aproveitamento desse N, com teores mais
elevados de N total, maior indice de colheita para 0 N e menor perda de N nas folhas senescidas,
Sistemas simbidticos com maior atividade da glutamina sintetase (Hungria et al., 1991, Pacovsky &
Hungria, 1990) e da PEP carboxilase (Hungria, 1993) nos noédulos também apresentaram maior efici-
éncia de fixagio do N,

Tabela 2.7. Efeito de mutantes isogénicas Hup (PJ 17-1 e PJ 17) de B. japonicum em diversos para-
metros relacionados com a eficiéncia da fixagio do N, em plantas de soja cv. Santa Rosa™.

Dias Apds a Parimetros Analisados Hup~ Hup+
Emergéncia
48 nédutos secos (mg.pl™) 795 a 841 a
{(florescimento) atividade de redugdo do
acetileno (umol CH,.pl~h™) 103,72 117,52
eficiéncia relativa da
dintrogenase 0,78 b _ 1,00 a
eficiéneia dos nddulos
(mg N fixado.g 'de nddulo) 205 b 238 a
N total transportado no xilema
(pg N.piimin™) 1,915 2342
%N-ureido na seiva do xilema 79,36 b 88,802
N total das plantas (folha+caule
+raiz) {mg N.pi™!) 181,2b 218.5a
70 N total (folhatcaule+raiz)
(enchimento (mg N.pI™") 161,1 a 1683 a
dos grios) N total das vagens (mg N pt™}) 113,5b 144.4 a
N total nas folhas senescidas
(mg N.pi™) 11,6 a 9,5b
Indice de colheita para o N
[N nas vagens.(N total nas plantas) '] 0,40 b 0,45a

* Lxperimento conduzide em vasos de Lesnard, ssterilizados, contendo areia e vermiculitn. Os dados repeesentam middias de cinco repetigdes. Para
cada parimetro, valores seguiidas peta mesmn tetra nio diferiram estatisticomente pelo tzste de Tukey {5%). Segundo Hungria et al. {1389).
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Em relagdo aos estudos de ecologia microbiana é interessante salientar que, embora varios
métodos tenham sido usados para caracterizar estirpes do solo, come sorologia (Fuhrmann, 1990;
Sawada ct al., 1990), mobilidade eletroforética de proteinas celulares (Noel & Brill, 1980; Kamicker
& Brill, 1986), resisténcia intrinseca a antibidticos {Scotti ¢t al., 1982; Sawada et al., 1990}, resposta
a bacteriofagos (Kowalski et al., 1974), entre outros, raramente ha mengdes sobre a relagdo entre esses
pardmetros e a eficiéncia das estirpes que foram caracterizadas.

Recentemente, alguns trabalhos procuraram relacionar a eficiéncia das estirpes com as cspéci-
es B3, japonicum e B. elkanii. Minamisawa (1989) classificou as estirpes do gendtipo I como eficicntes
e as do gendtipo Il como ineficientes, baseado principalmente na produgéo de rizobiotoxina e ausén-
cia da hidrogenase. 114, ainda, indicagdes de que as estirpes do genotipo 11 apresentariam inferioridade
simbidtica (Fuhrmann, 1990),'00m menor matéria de nodulos ¢ da parte aérea secas, menor fixagio de
N, e menores concentragoes de clorofila e proteina nas folhas (Tcaney & Fuhrmann, 1992; Vasilas &
Fuhrmann, 1993). Recentemente, Boddey & Hungria (1994b) também observaram que, sob condi-
¢Oes axfnicas (isto €, na auséncia de microrganismos estranhos), as estirpes classificadas na espécie 5.
Japonicum (gendtipo T) apresentaram maior precocidade de fixagio do N, e taxas mais elevadas de
fixagdo de N, no pré-florescimento do que as estirpes da espécie /3. e/kamii (Tabela 2.8).

Em relagdo a competitividade, embora muitas verzes seja possivel obter estirpes mais eficten-
tes, através de selegdo ou de modificacdes gen:éti'cas (Mater & Brill, 1978, Albrecht et al., 1979,
Zablotowitz et al., 1980; Hanus et al., 1981; Williams. & Phillips, 1983: Peres et al., 1984; Kaneshiro
& Kwolek, 1985; Maier & Graham, 1990), o estabelecimento dessas bactérias no campo ¢ extrema-
mente dificil, devido a elevada capacidade competitiw das cstirpes nativas ou naturalizadas do solo
(Ham et al., 1971, Boonkerd et al., lQ?S;-Ham,. 1980, Triplctt, 1990a).

Ha trabalhos, j4 da década de 20, mostrando que as estirpes nativas do solo nem sempre eram
efetivas, tornando necessario um processo de sclegdo para aumentar a produtividade pela inoculagio
(Baldwin & Fred, 1929). Também sdo antigos os relatos de que o sucesso da inoculagdo dependia da
capacidade das estirpes inoculadas de competir com as cstirpes infectivas mas incficazes do solo
(Nicol & Thornton, 1941). A competitividade pode ser definida como a relagiio entre a proporgdo do
namero de bactérias de uma determinada estirpe no indeulo e a proporgie de nddulos quc essa estirpe
consegue ocupar nas raizes da planta hospedeira. Para competir com as cstirpes naturalizadas ou nati-
vas do solo, a bactéra introduzida deve apresentar caracteristicas genéticas ou fisiologicas que permi-
tam o seu favorecimento ou, entdo, uma vantagem numeérica,

Diversos laboratorios tém concentrado seus esforgos na identificagdo dos fatores que inliuen-
ciam a capacidade competitiva das bactérias. Alguns desses fatores incluem a mobilidade e quimiotaxia
(Mellor et al., 1987; Cactano-Anollés ct al , 1988a,b; Liu et al., 1989, Wadisirisuk et al., 1989; Catlow
etal, 1990ab; Thies et al., 1991; Zdor & Pueppke, 1991), polissacarideos da superiicie celular (Bhagwat
et al., 1991; Zdor & Pueppke, 1991), produciio de bactertocina (Triplett, 1990b), taxa de infec¢io
(Hahn & Hennecke, 1988; McDermott & Graham, 1990), capacidade de responder a diversos substratos
(Bottomley et al., 1990), taxa dc crescimento cm substratos de solos (Viteri & Schmidt, 1987), cfici-
éncia da estirpe em formar nddulos (MeDermott & Graham, 1990) ¢ possibilidade de realizar manipu-
lagBes genéticas (Triplett, 1990a). As respostas, porém, sio variadas e pouco se sabe sobre as caracte-
risticas genéticas que determinam a capacidade competitiva das estirpes (Bhagwat & Keister, 1992).
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Enquanto divérsos laboratérios do mundo procuram descobrir as bases genéticas responsaveis pela
mator competitividade, uma estratégia simples pode ser a da selegdo para maior atividade de fixaggo
do N, e para nodulagéo precoce. Isso porque foram obtidos diversos resultados mostrando que a sele-
¢do para maior atividade de fixagdo (Oliveira & Graham, 1990) e para nodulagfo precoce (Handelsman
et al., 1984; Stephens & Cooper, 1988; Oliveira and Graham, 1990) podem conduzir, simultaneamen-
te, a sele¢do para maior habilidade competitiva.

Para entender melhor os mecanismos de sobrevivéncia e competitividade, também ¢ necessa-
ric um bom entendimento da ecologia dessas bactérias no solo e, no Brasil, poucos estudos t€m sido
conduzidos nesse sentido. Alguns aspectos importantes da ecologia microbiana foram recentemente
revisados (Barnet, 1991; Giller & Wilson, 1991, Bottomley, 1992) e devem ser considerados em
estudos futuros.

Em relagfic as duas espécies de Bradyrhizobium, em estudos conduzidos em substrato estéril
por Minamisawa et al. {1993) as estirpes pertencentes ao gendtipo I foram mais competitivas do que
as estirpes do gendtipo II em diversas cuitivares de G. max, exceto a cultivar Peking, enquanto que as
estirpes do genotipo II apresentaram maior competitividade em Glycine soja e Macroptilium
atropurpurenm. Também em substrato estéril, Boddey & Hungria (1994b)} observaram que as estirpes
de B. japonicum foram mais competitivas do que as de B. elkanii, mas que as estirpes classificadas em
um gendtipo misto foram mais competitivas do que as duas espécies (Tabela 2.8).

Ja em condigdes ndo estéreis, fo1 sugerido que, embora a sintese de rizobiotoxina contribua
para a menor eficiéncia das estirpes, talvez essa toxina auxilie na sobrevivéncia das estirpes no solo,
ajudando-as na competicio com outros microrganismos (Minamisawa, 1990). Do mesmo modo, as
estirpes Hup‘, embora menos eficientes, parecem constituir a maioria dos isolados e, nos levantamen-
tos realizados, representaram de 75% a 81% dos isolados do solo {Carter et al., 1978; Brewin, 1984),
0 que também poderia indicar alguma vantagem em termos de competitividade.

Todos esses estudos sugerem que ainda nfo ha nenhum pardmetro conclusivo que permita a
agilizagdo do processo de selegio de estirpes mais eficientes e competitivas para a soja e que 0s
metodos tradicionais, de avaliagdo da quantidade de N, fixado e ocupagdo dos nodulos, ainda sio os
mais confidveis.

2.9.2. Selecio de estirpes mais eficientes e competitivas no Brasil :

Embora a selegdo de estirpes mais eficientes e competitivas para a soja venha sendo feita
desde a introdugio dessa cultura no Brasil (Freire, 1982), trabalhos atuais mostram que ainda existe
um grande potencial para incrementar os niveis de produtividade via fixa¢ao biologica do N, (Scotti et
al., 1981; Peres et al., 1984; Neves et al., 1985; Vargas et al., 1992a).

Com a introdugio da soja no Brasil, inicialmente foram utilizados inoculantes americanos, que
muitas vezes ndo se mostraram eficientes. Foi entdio realizado o isolamento da estirpe “adaptada”
SEMIA 566, em 1966, de uma area que havia recebido inoculante americano fabricado pela firma
Dixie Inoc. Essa estirpe passou, entdio, a ser recomendada comercialmente no Brasil até 1978 com
grande sucesso (J. R. J. Fretre, comunicagio pessoal).



Tabela 2. 8. Valores médios de trés repetigdes do nimero (NN, nimero.planta™) e matéria (MNS, mg,planta"'l) dos nédulos secos e N
total (NTPA, mg N.planta™") acumulado na parte acérea, aos 28 dias apds o plantio {DAP), MNS, NTPA e eficiéncia dos
nodulos (EN, mg N.mg de nédulo™), no pré-florescimento (38 DAP), e capacidade competitiva (Compet., porcentagem de
ocupagio dos nodulos quando inoculadas na proporgiio de 1:1 contra a SEMIA 5019) para as estirpes-padrdo de Bradyrhizobium
pertencentes ao genotipo [ (SEMIA 5032, USDA 122, PJ 17-1, SEMIA 5071), gendtipo misto (SEMIA 5051) e gendtipo II
(USDA 31, USDA 94 ¢ USDA 76), quando inoculadas em soja, cultivar BR-16 {Boddey & Hungria, 1994b).

Gendtipo Inicio da Nodulacao*

Pré-Florescimento®
NN MNS NTPA MNS NTPA EN Compet.
GTI1 100,75 b 218,50 a 63,73 a 29934 a 8038 a 0,290 a 80,56 b
GT misto 99.00 b 141,00 ¢ 36,00 b 29400 a 74,15 a 0,252 a 88.89a
GTII 128,00 a 181,00 b 4410 331,78 & 52,26 b 3,174 b 7143 ¢

* Valores seguidas pela mesma letra na mesma coluna nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (5%).

6%
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Na década de 70 foram conduzidos alguns estudos procurando selecionar estirpes mais efici-
entes para a soja e relacionar parfimetros que permitissem a selegfo 7a vitro. Um dos trabaihos pionei-
ros foi conduzido por Dobereiner et al. (1970), que observaram que as estirpes “excepcionais” tinham
seu crescimento inibido em meio enriquecido com asparagina. Isso, porém, nio foi confirmado poste-
ricrmente (Boddey & Hungria, 1994a; M.C P. Neves, comunicagic pessoal). Dentre as estirpes testa-
das por Débereiner et al, (1970), estava a SEMIA 586 (=CB 1809), que em 1968 era recomendada
para a Australia pelo Commonwelth Scientific and Industrial Research Organization (CSIRO) e clas-
sificada como excepcional, tendo sido enviada para o Brasil pelo Dr. D. O. Norris em 1966 (Dobereiner
et al., 1970). Nessa mesma época, o teor de leghemoglobina nos nddulos também foi sugerido como
um parametro diferencial entre as estirpes de eficiéncia “normal” € “excepcional” em soja (Pedrosa et
al., 1970). Outros estudos dessa época procuraram rizébios adaptados as condigdes e solos brasileiros
{Lopes et al., 1976a,b).

Ainda na década de 70, os rizobi6logos também tiveram de solucionar o desafio de estabelecer
estirpes em solos de Cerrado recém abertos para a cultura da soja. O insucesso da inoculagio nesses
sclos levou a estudos que determinaram que a adubagiio ¢ a calagem resultavam em um ambiente
favoravel a multiplicagdo de actinomicetos produtores de antibioticos (Coelthoe & Drozdowicz, 1978).
Foi entéo selecionada a “super estirpe” SEMIA 5019 (=29w) (Peres & Vidor, 1980), que conseguia se
estabelecer nesses solos, constatando-se que a sobrevivéncia dos rizobios inoculados dependia da
resisténcia a antibioticos, particularmente a estreptomicina (Scotti et al., 1981, 1982). Hoje, porém,
acredita-se que as principais causas para aquele insucesso seriam a especificidade hospedeira da vari-
edade [AC-2, que foi recomendada na época de desbravamento dessas areas (Peres & Vidor, 1980;
Vargas & Suhet, 1980a), e o uso de baixas doses de inoculante, que nfio era de boa qualidade (Vargas
& Suhet, 1980a; Peres et al., 1989; Vargas et al., 1992b).

Trabalhos conduzidos em casa de vegetagdo e no campo, no final da década de 70 (Peres &
Vidor, 1980; Vargas & Subet, 1980a), levaram 4 recomendago nacional das estirpes SEMIA 5019 ¢
SEMIA 587 para a produciic de inoculantes. Uma das principais vantagens dessas estirpes era a capa-
cidade de formar uma simbiose efetiva com a cultivar IAC-2, que apresentava elevada especificidade
hospedetra.

Os trabathos de sele¢io de estirpes continuaram e, no Centro de Pesquisa Agropecuéria do
Cerrado (CPAC), da EMBRAPA, os estudos tomaram maior impulso pela utilizagio do método de
avaliagiio da atividade de nddulos individuals, pela técnica de cromatografia gasosa (Peres et al.,
1984), para a selegfo de estirpes mais eficientes a partir de populagdes estabelecidas em solos sob
cultivo de soja. Os estudos se concentraram em populagBes de dois sorogrupos, o da SEMIA 566, que
¢ uma estirpe muito competitiva e foi recomendada comercialmente de 1966 a 1978, se estabelecendo
em grande parte dos solos cultivados e o da SEMIA 386, que é muito eficiente (Dabereiner et al.,
1970; Neves et al., 1985), mas apresenta baixa capacidade competitiva, além de formar poucos nddu-
los com a cultivar IAC-2 (Peres, 1979).

Apos varios anos de pesquisa, foram obtidas duas variantes das estirpes SEMIA 566 e SEMIA
586 que, além de permitirem ganhos de produgHo, representam uma fonte de material genético pro-
missora para entender os mecanismos ligados & eficiéncia e competitividade de B. japonicun. A estir-
pe SEMIA 5080 (=CPAC 7) foi obtida através de uma subcultura da SEMIA 586, mas ¢ caracterizada
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por apresentar boa capacidade competitiva, além de maior nodulagfo da cultivar IAC-2 (Vargas et al,,
1992a; Nishi & Hungria, 1993). A estirpe SEMIA 5079 (=CPAC 15) foi selecionada pelo método de
Peres et al. (1984) de um solo na regido do Distrito Federal e pertence ao mesmo sorogrupo da SEMIA
566, embora se caracterize por uma maior eficiéncia de fixagio do N, (Vargas et al. 1992a,b).

Em relagéio ao par de estirpes SEMIA 566 ¢ SEMIA 5079, foi observado que esta ultima
diferia da parental no fendtipo Hai, ou seja, maior numerc de pélos radiculares (Nishi & Hungria,
1993, 1994), o que poderia estar ligado a maior capacidade competitiva da estirpe (Tabela 2.9). Atra-
vés de estudos com diversos isolados do sorogrupo SEMIA 566 adaptados ao Cerrado, foi sugerido,
também, que a competitividade das estirpes dependeria da sua habilidade de alterar as proteinas da
mcmbrana em resposta ao estimulo das raizes (Scotti et al., 1993).

Tahela 2.9. Efcito da inoculag@o da cultivar de soja BR-16 com a estirpe SEMIA 566 e a mutante
natural SEMIA 5079 na deformagio dos pélos radiculares (Had, hair deformation) e
aumento no nimero dos pélos radiculares (Hai, hair induction), aos 15 dias apds a
inoculagdo. Em condigdes estércis foram também avaliados, aos 30 dias ap6s a emer-
géncia, o numero e eficiéncia (por grama de nodulos frescos, gNF) dos nddulos e a
porcentagem de nddulos ccupados por essas estirpes, quando moculadas na proporgao
1:1 com a SEMIA 5019%,

Had Tai N' nédulos  Eficiéncia Ocupacio

dos nodulos  dos nodulos

Estirpe Comprimente Espessura

(n) () (n°.campo™)  (n°planta™) (mgN.g7'NF) (%)
ss6 _(:2_%0_!;__—23—?5 a 50,25 b 49,38 a 28,76 b 52,10 b
5079 50,00 b 18.75a >100,00a 3475a 52,17 a 87,50 a
Controle 205,00 a 10,00 b 23,75¢ 0,00 0,00 0,00
CV (%) 17,18 26,08 12,77 45,08 20,55 19,55

trés (limos parimetros nde foram copsiderades ox valores das plantas nio moecoiadas. Segindo Nishi & Hungria (1993, 1994),

As estirpes SEMIA 5079 ¢ SEMIA 5080 tém sido testadas hd mais de sete anos nos solos do
cerrado, onde promoveram ganhos de rendimento de até 12.5 sacas de soja.ha™ (750 kg.ha ™), em
solos de primeiro cultivo, em relagio ao tratamento sem inoculaciio, enquanto que as estirpes reco-
mendadas comercialmente, SEMIA 587 e SEMIA 5019, promoveram aumentos médios de 7 sacas.ha™
' (420 kg.ha™! ) (Vargas et al., 1992a). A partir de 1992, cssas duas estirpes passaram a ser recotnen-
dadas para utilizac8o nos inoculantes comercials brasileiros, mas investigagdes mais detalhadas sobre
essas bactérias precisam ser conduzidas.
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Qutras “sub-estirpes” mais competitivas do que a parental SEMIA 586 tém sido obtidas apos
a adaptagdo em solos de Cerrado corrigido com calagem e inoculagdo, repetida por varios ciclos de
s0ja, & promoveram um pequeno incremento na nodulagdo no primeiro ano de cultivo (Neves et al.,
1992), o mesmo ocorrendo com sub-estirpes do sorogrupo SEMIA 566 (Scotti et al., 1993). Algumas
sub-estirpes do sorogrupo SEMIA 566, isoladas pela EMBRAPA-CPAC, apresentaram alta eficiéncia
e capacidade competitiva (Figura 2.10), indicando que a selegdo de estirpes “adaptadas” pode resultar

em material genético promissor para a soja.
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Figura 2.10, N total acumulado na parte aérea (mg N.planta ') de soja,
cultivar BR-16, incculada com a estirpe SEMIA 566 e vérics
isolados da regifio do Cerrado (obtidos na EMBRAPA-
CPAC) pertencentes ao mesmo sorogrupo. Os dados repre-
sentam médias de trés repetigdes. Segundo Boddey & Hungria

(1994b),

Hoje, a recomendagio das melhores estirpes para a cultura da soja ¢ feita a cada dois anos,
durante a “Reunifio de Laboratorios para Recomendagio de Estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobiunt’
(RELARE), que ocorre por iniciativa de pesquisadores da area de microbiologia do solo e integrantes
das induistrias produtoras de inoculantes. Sdo apresentados, nessa reunido, os resultados de pesquisa
relativos s estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium, em diversas leguminosas e diversas localidades
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do Brasil, geralmente com os mesmos tratamentos e delineamento experimental para cada espécie.
Com base nesses resultados, procede-se 4 recomendagio nacional das estirpes e a ata da reuntdo segue
para o Ministéric da Agricultura. As industrias de inoculantes passam a receber essas estirpes e se
comprometem & trabalhar somente com elas. A VIRELARE foi realizada em 1994, tendo sido decidi-
do que as estirpes de Bradyrhizobium, recomendadas comercialmente para a cultura da soja, sdo a
SEMIA 587, SEMIA 5019, SEMIA 5079 e SEMIA 5080. Na Tabela 2.18 estfo listadas as principais
caracteristicas desejaveis em estirpes de Bradyrhizobium que devem ser consideradas nos programas
de selecdo.

Tabela 2.10. Caracteristicas das estirpes de rizébio que devem ser consideradas durante os proces-
sos de seleg@o para a recomendagio em inoculantes comerciais.

1- Capacidade de formar nédulos eficientes, com resultados comprovando o desempenho a campo.

2- Habilidade competitiva contra as estirpes naturalizadas do solo.

3- Tolerdncia aos defensivos agricolas recomendados, temperaturas elevadas, defici€ncias hidricas,
etc

4-  Amplo espectro de nodula¢io frente as cultivares recomendadas.

5- Capacidade de sobreviver no solo durante o ciclo da cultura, para permitir a formagio de novos
nodulos.

6- Baixa capacidade de sobrevivéncia ne solo apds o términc da cultura, pois se a pesquisa poste-
riormente encontrar estirpes mats eficientes, essas poderdo ser introduzidas nesses solos.

7- Boas condigdes de crescimento a nivel industrial, apresentando baixas exagéncias nutricionais e
auséncia de caracteristicas que possam dificultar a produgio de inoculantes.

8- Boa sobrevivéncia durante a distribuigio e uso pelos agricultores.

2.10. Genétipos de Soja
2.10.1. Gendtipos mais eficientes

Durante muites anos, grande atengfo foi dada ao estudo do microssimbionte, pela maior faci-
lidade e rapidez de manipulagéo e porque as bactérias carregam os genes responsaveis pela dinitrogenase.
No caso de simbioses mais problematicas, como a do feijdo, ha programas de melhoramento para
obtengo dos gendtipos para a fixagdo do N, e teste dos mesmos em rede nacional. No caso da soja,
porém, embora os programas brasileiros de melhoramento tenham sido tradicionalmente conduzidos
na auséneia de adubos nitrogenados, poucas avaliagdes do potencial de fixagdo do N, estdo sendo
realizadas.

As caracteristicas do genoma da soja, com 1 bilhdo de pares de base por genoma hapléide, 10
cromossomos, regides gendmicas duplicadas, 35% de DNA altamente repetitivo, centenas de
marcadores genéticos, morfol6gicos e enziméiticos (Gresshoff, 1993) ddo uma indicagiio do potencial
de melhoramento dessa espécie para diversos fatores, incluindo a simbiose. Com a manipulagio desse



genoma, ja foram conseguidos diversos mutantes, como os nio-nodulantes (Nod™), mutantes com
menor nodulagiio, supernodulantes, hipernodulantes e os que nodulam mas nfo fixam nitrogénio
(Nod'Fix").

Entretanto, ja em 1946, Nutman salientava a importancia da planta hospedeira no sucesso da
fixagdio biologica do N, (Dobereiner & Arruda, 1967) e algumas revisdes recentes salientam essa
importancia (Phillips, 1991; Phillips & Teuber, 1992; Gresshoff, 1993). No Brasil, diferengas entre
variedades de soja, na eficiéncia da simbiose, foram relatadas desde os primeiros estudos conduzidos
{Déobereiner & Arruda, 1967).

Mais recentemente, variagdes entre genotipos brasileiros de soja em resposta & simbiose foram
relatadas por Galli (1987) (Figura 2.11). Uma analise de 153 gendtipos recomendados comercialmen-
te e inoculados com a SEMIA 5019 constatou que a média do grupo mais eficiente superou em mais
de 100% a média do grupo menos eficiente (Bohrer et al.,, 1994) (Tabela 2.11). Entre os gendtipos
mais eficientes, estdo algumas das parentais das novas cultivares, como a Davis e a Santa Rosa e, no
grupo das menos eficientes, esto algumas cultivares recentemente langadas, como a BR-28, cujos
pais 580 a Santa Rosa e a BR-7811202. Isso mostra que, embora o melhoramento esteja sendo condu-
zindo na auséncia de adubag8o nitrogenada, muitas vezes esta ocorrendo um declinio na eficiéncia da
simbiose, provavelmente porque varios desses ensaios estdo sendo conduzidos em solos ricos em N, ¢
ue seria uma pressdo contra a fixagio bioldgica.
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Figura 2.11. Discriminagio grafica dos 22 tratamentos correspondentes aos genotipos tardios de soja
submetidos & analise multidimensional (variaveis dependentes: nimero ¢ massa de nd-
dulos, atividade da nitrogenase e produtividade). Segunde Galli (1987).
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Tabela 2.11. Matéria dos nodulos secos (MNS) e N total da parte aérea (NTPA) das 20 cultivares de
soja com melhor e pior desempenho quando inoculadas com a estirpe SEMIA 5019
(=29w). Coleta realizada cinco semanas apos o plantio, os dados representam médias
de trés repeti¢des. Segundo Bohrer & Hungria (1994).

Cultivar NTPA MNS Cultivar NTPA MNS
(mg Nopl™)  (mg.pl™) (mgN.pl™) (mg/pl)
=~ === Melhores Desempenhos* — ——+—-—-~—~-~-- Plores Desempenhos* — — — — —
TAC-9 76,13 a-d 281,6 abc BR-7 17,65 d-g 93,4 abc
[IAC-8 66,58 a-f 283,4 abc Doko 31,88 a-g 148.,4 abc
IAC-Foscarin 69,07 a-f 288.4 abc EMBRAPA ¢ 13,94 fg 700 ¢
FT-14 77,06 a-c 278,4 abc CAC-1 24 80 a-g 138.4 abc
Davis 68,45 a-g 243 .4 abc QCEPAR 10 25,04 a-g 95,0 abe
Tiaraju 65,77 a-g 230,0 abc OCEPAR 5 26,79 a-g 166,6 abc
Stuart 71,83 a-f 295,0 abc EMGOPA-309 17,00 e-g 100,0 abc
Santa Rosa 68,04 a-g 3100 a BR-15 29,07 a-g 156,6 abe
GO-BR-25 66,34 a-g 195.0 abc UFV-9 23,44 a-g 206,06 abc
FT-Bahia 60,2] a-g 276.6 abc Planalta 20,31 d-g 118.4 abc
FT-20 72,07 a-f 221,6 abe BR-28 14,48 fg 155,0 abc
BA BR-31 67,71 a-g 2834 abc CEP-20 23.06 a-g 146.6 abe
Andrews 71,14 a-f 280,0 abc BR-35 18,34 ¢-g 95,0 abc
Bossier 68,87 a-f 273,4 abc FT-Canarana 23,25 a-g 166,6 abc
FT-Guaira 66,06 a-g 243.4 abc UFV-10 22,05 b-g 101,6 abc
Ivai 79,55 ab 315.0a Paranaiba 31,64 a-g 195,0 abe
J-200 81,32a 298,4 ab EMGOPA 313 23,63 a-g 151,6 abe
FT-6 74,24 a-d 280,0 abe Paranagoiana 9,76 g 80,0 be
MS BR-18 6723 a-g 275,0 abe BR-32 17,99 d-g 158,4 abe
EMBRAPA 1 68,04 a-g 255,0 abe Trapical 28,77 a-g 133,4 abc
Meédia do Grupo 70,58 270,35 2217 133,83

CV (%) 32,89 28,52 32,89 28,52

* Valores seguidos pela mesma lefra nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey { %), Andlise estatistica considerando um Loty de 153
cullivares que foram cstudadas.
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2.10.2. Solucionande o problema da competitividade através dos genes da planta hospedeira

A maior parte dos estudos de manipulagio genética da planta visando a fixagéo biologica foi
conduzida nos Estados Unidos, onde o problema de competitividade com as estirpes nativas do solo €
grande nas principais regides produtoras de soja. Os pesquisadores americanos observaram, entio,
que algumas plantas hospedeiras podem excluir ou conduzir & nodulagéo ineficaz pelos sorogrupos
dominantes no solo.

J& foram relatados quatro genes responsaveis pela restrigdo & nodulagdo na soja americana. O
gene recessivo 1/, que resulta no fendtipo de “néo-nodulagdio” com todas as estirpes de B. japonicum,
foi inicialmente descrito como “néc-alelo” (Williams & Lynch, 1954} e, posteriormente, denominado
alelo 77, (Caldwell, 1966). No campo, os gendtipos que carregam 77,77, formam um nddulo a cada
1000 ou 1500 plantas e, em casa de vegetagio sob condigdes estéreis, formam nodulos ocastonais com
algumas estirpes (Clark, 1957, Devine & Weber, 1977; Devine, 1985b). Foi sugerido, entdo, que
manipulagBes de gendtipos contendo rf, poderiam permitir a exclusdo das estirpes indigenas de B.
Jjaponicum menos eficientes, mas aceitando estirpes selecionadas ou desenvolvidas especialmente
para nodular com esses gendtipos (Devine & Weber,1977; Devine, 1985a, b).

O gene Rj,, encontrado nas cultivares Hardee e CNSS, provoca uma resposta ineficaz com B.
Jjaponicum USDA 7, USDA 14 e USDA 122. Caldwell (1966) também relatou que Hardee preduzia
uma nodulagiio ineficaz com 22 estirpes testadas do sorogrupo 3-23-44, que mais tarde foi designado
de sorogrupo cl (Vest et al., 1973) e, posteriormente, como sorogrupe 6. Nas plantas com esses nodu-
los, ha o desenvolvimento de proliferagdes corticais ou nddulos rudimentares, em vez de nodulos
normais {Caldwell, 1966). Essas plantas, entretanto, nodulam normalmente com outras estirpes, tais
como a USDA 110 e USDA 142,

Quanto zo alelo dominante R/,, presente na cultivar Hardee, foi relatado que causa nodulagéo
ineficaz com a estirpe USDA 33, pertencente ao sorogrupoe 31, embora isso néo tenha sido confirmado
posteriormente. Ocorrem, também, proliferagdes do cdrtex nas raizes sem a formaciio de nddulos
(Vest, 1970; Vest et al., 1973)

Em 1972, Vest & Caldwell (1972) identificaram um gene dominante na cultivar Hill, &y,
cujas condigdes restrigem a nodulagiio pela estirpe USDA 61 (serogrupo 61). O gene Ry, esta presente
nas cultivares Hill, Dunfield, Dare, Amsoy 71 e Tracy, que também apresentam nodulacio ineficaz
com as estirpes USDA 61, USDA 62, USDA 83, USDA 94, USDA 238, USDA 259, USDA 260 ¢
USDA 340 (Vest & Caldwell, 1972; Vest et al., 1973, Devine, 1976, Devine et al., 1990). As pianta_s
carregando esse alelo Rj, nodulam normalmente com outras estirpes, como a USDA 110,

O uso de respostas de incompatibilidade pode permitir aos melhoristas de soja controlar a
especificidade hospedeira da simbiose com estirpes de B. japonicum geneticamente melhoradas (Devine
& Weber, 1977, Devine & Breithaupt, 1980). Isso € muito importante, visto que é dificil introduzir
estirpes melhoradas geneticamente em solos com populagéo ja estabelecida. Geneticamente, o metho-
ramento parece ser facilitado pelo fato de que os genes 17, Rj, e %/, séo distintos em sua segregagio
devendo, portanto, estar localizados em trés locus gendticos diferentes. Conseqlientemente, 0s
melhoristas podem construir gendtipos de soja contendo uma ou todas as combinagSes desse alelos
{(Devine & O'Neill, 1989},
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QOutro trabatho foi conduzido por Weiser et al. {1990), que avaliaram 382 gendtipos de soja,
selecionando 12 que excluiam, em diferentes graus, o8 sorogrupos relativamente incficientes encon-
trados nos solos do regidio sul dos Estados Unidos. Segundo esscs autores, dois tipos de gendtipos
poderiam ser conseguidos: cultivares com alta produtividade em simbiose com as estirpes nativas, ou
cultivarcs com altas produtividades que conseguiam excluir as estirpes ineficientes do solo.

No caso do Brasil, nfo foram descritos genes de restricdo & nodulagdo, embora tenha sido
relatado que um dos problemas de nodulagdo no Cerrado fosse a alta especificidade hospedeira da
TAC-2, restringindo parcialmente a nodulagio a estirpes como a SEMIA 586 ¢ a SEMIA 5039 (Tabe-
la 2.12, segundo Peres & Vidor, 1980). Restrigdo total a nodulagio pelos sorogrupos dominantes nos
solos brasileiros, SEMIA 566, SEMTA 587 e SEMIA 5019, ndo foi encontrada em nenhuma das 153
cultivares testadas por Bohrer & Hungria {(dados nfo publicados).

Tabela 2.12. Matéria de nodulos secos (img.planta™') de trés cultivares de soja em Latossolo Verme-
lho Escuro do Cerrado inoculadas com quatro estirpes de B. japosiciimn. Segundo Peres
& Vidor (1980).

Estirpe Cultivar de Soja

Bragg Santa Rosa [AC-2
Testemunha s/inoc. 43 5 18
SEMIA 5039 168 154 28
SEMIA 586 151 167 24
965 152 117 112
SEMIA 5019 * 285 314 172

* A estirpe SEMIA 509 (20w Foi depominada de “super estirpe™, por woisepyic se estabelecer nesses sclos Jid no primeairo ano de cultive.

Pouca atengiio tem sido dada atualmente, no Brasil, & especificidade hospedeira, embora estu-
dos conduzidos, ja em 1975, tenham mostrado que gendtipos de soja poderiam ter preferéncia por
determinados sorogrupos de estirpes (Tabela 2.13).

2.10.3. Mutantes tolerantes a teores clevados de N do solo

A fixago biologica do N, pode ser retardada se o N residual do solo estiver disponfvel em
niveis elcvados (Harper, 1974), situagfio que se agrava sc adubagdes pesadas forem realizadas na
cultura que precede a soja. Alguns estudos foram realizados em culturas hidropdnicas tentando seleci-
onar genotipos de soja e estirpes de B. japonicum que permitissem um aumento da fixagdo do N, na
prescnga de NO,™ (Harper & Gibson, 1984, Gibson & Harper, 1985). Lsses estudos conclufram que a
manipulagdo do gendtipo da planta seria mais facil do que a manipulagdo do microssimbionte.
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Tabela 2,13 Porcentagem de recuperagio de quatro estirpes de B. japonicum de nodulos de 12 cul-
tivares de soja apos a aplicagio de inoculante misto.* Segundo Freire (1977).

Cultivar \ Ocupaciio des Nodulos (%)

Soja 527 532c 566 587
Planalto 25 30 - 45
Bragg 37 33 - 30
Bossier 15 12 - 73
IAS-1 12 15 - 73
1AS-5 3 12 - 30
Santa Rosa 27 25 - 47
Prata 13 38 - 49
Davis 55 10 - 35
IAS-4 34 45 - 21
Hardee 37 9 - 54
Pérola 39 26 3 66
Pampeira 29 5 - 66
Média 30 21 0,25 45

* Bpsato conduzido em CGuaiba, RS, 1975,

Alguns grupos de pesquisa iniciaram, entfio, duas linhas de investigagGes, visando tentar: 1-
obter genGtipos que pudessem nodular e fixar N, na presenga de NO,™ (Betts & Herridge, 1987,
Herridge & Betts, 1988); e 2- obter mutantes que tolerassem a presenga de NO,~ (Carroll et al,
1985a,ly; Gremaud & Harper, 1989, Akao & Kouchi, 1992). Carroll et al. {(1985ab) selecionaram
mutantes da cultivar Bragg c passaram a denominar essas mutantes de »2y (nitrate tolerant symbiont),
determinando tambérn que o controle ocorria pela parte aérea. Gremaud & ITapper (1989) obtiveram
mutantes da cultivar Williams ¢ Akao & Kouchi (1992) ¢ conseguiram mutantes da cultivar Enrel.

Embora cssas mutantes sejam parcialmente tolerantes ao nitrato e apresentem, além de maior
nodulagdo, maior atividade da redugdo do C_H, na presenga de nitrato (Carroll et al., 1985a; Gremaud
& Harper, 1989), tem sido questionado se as mutantes realinente toleram o nitrato (Eskew et al. 1989).
Muitas vezes, essas mutantes apresentam numero de nodulos duas a quatro vezes supcrior ao da parental,
tanto na auséncia como na presenga de NO,™, mas a biomassa produzida em condigdes de casa de
vegetagdo ou a campo pode ser menor (Carroll et al., 1983a,b; Gremaud & Harper, 1989, Wu &
Harper, 1991). Mais detalhes de estudos recentes sobre o locus sty podem ser obtidos na revisiio de
Gresshoff (1993),
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2.16.4, Nodulacio com estirpes de crescimento rapido

Desde 1982, quando foram isoladas algumas cstirpes de crescimento rapido de solos e ndduios
de soja coletados na China (Keyser et al., 1982), diversos cstudos vém scndo conduzidos procurando
estudar a compatibilidade dessas estirpes com os gendtipos de soja americanos (Devine 1984, 1985a).
Dc um modo geral, as linhagens norte americanas nio nodulam com essas estirpes, enquanto que nas
linhagens de origem asiatica {como as da Russia, Coréia, China, Japdo, Tailandia, Vietnd, Maldsia,
Indonésia) a freqiiéncia de noduiagio efetiva varia de 38% a 85% (Devine, 1985a).

A nodulagio da soja com estirpes de crescimento rapido pode auxiliar, no future, a solucionar
o problema de competitividade, visto que essas estirpes podem se estabelecer rapidamente nos solos.
Além disso, as manipulacdes genéticas dessas estirpes sdo mais [aceis, pois a informagio genctica
esta localizada em plasmideos, mars acessivels do que os genes do Cronossomo,

Trés cstratégias tém sido sugeridas para habilitar a nodulagfo dessas cultivares com estirpes de
cresctmento rapido. A primeira linha sugere manipulagdes genéticas do Rhizobium que permitam a
nodulagdo a todas as cultivares mefhoradas de soja {Chatterjee et al , 1990). Uma segunda linha sugere
manipular as cultivares modernas, desde que a nodulagdo .com estirpes de crescimento rapido € con-
trolada por um Uinico afelo dominante (Devine, 1984). Finalmente, é possivel selecionar estirpes, como
a USDA 191, capazes de nodular e fixar N, comn cultivares methoradas e ndo mclhoradas (Scholla &
Eikan, 1984; Lin et al , 1987}

Em trabalhos conduzidos recentemente, porém, fol observado que um grande nimero de
gendtipos de soja norte-americanos € capaz de nodular com K. fredii (Balatti & Pueppke, 1992) ¢, em
uma avaliagio de 80 cultivares brasileiras com trés estirpes de crescimento rapido, Chueire & Hungria
(1994) constataram naddulos eficientes em 66% dos gendtipos. O potencial de fixagio da soja comn
essas cstirpes merece atengio,

2.19.5, Caltivares “promiscuas”

Quando a soja & cultivada pela primeira vez nas Américas, Europa ou partes da Africa, ndio
ocorre nodulagdo, pois as cultivares modernas, que vieram da China e foram mclhoradas, principal-
mente, na Aimérica do Norte, derivaram dec uma base genética estreita e sdo restritas em sua nodulagio,
(O mesmo aconteceu com as estirpes de Bradyrhizobim, que foram introduzidas nos Estados Unidos
vindas do Japio ¢ também tiveram uma base genética estreita.

Entretanto, em alguns paises em desenvolvimento, como na Nigéria e outros paises da Affica,
a dispombilidade ¢ conservagio dos inoculantes € um fator imitante 4 simbiose. Foram entdo desen-
volvidos programas que identificaram linhagens de soja capazes de nodular com rizdbio native. No
Brasil, porém, é pensamento dos rizobiologistas que inoculantes de boa qualidade devam estar dispo-
nivels em qualquer {ocal do pais. Para maiores detalhes sobre essas linhagens promiscuas, consultar
revisio de Cattelan & Hungria {1994).

2.11. Ontogenia e Taxas de Fixagfio Biolégica do N, em Soja .

Na soja nodulada, observa-se normalmente um periodo inicial de deficiéncia de N, que ocorre
devido a falta de sincronizagfo entre o esgotamento das reservas de N dos cotilédones € o Inicio da
fixa¢do e exportagio do N, fixado pelos nodulos (Hildebrand et al,, 1981, Jones et al., 1981 Sprent &
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Thomas, 1984). Por isso, muitas vezes se observa um amarelecimento das plantas no inicio do ciclo
vegetativo, por volta de sete a nove dias apos a emergéncia, mas que logo € superado se a simbiose for
eficiente. No caso do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), estudos conduzidos com diversas estirpes
mostraram que algumas delas conseguem estabelecer nddulos funcionais mais precocemente do que
outras, contribuindo para o aumento do periodo ativo de fixagio do N, (Hungria & Thomas, 1987,
Barradas & Hungria, 1989, Barradas et al., 1989); é possivel que essa selecfio também seja viavel para
a soja.

Em condigdes de campo, a fixagéo biolégica do N, pode iniciar ja na segunda semana apds o
plantio. Vargas et al. (1982a,b) observaram que os primeiros nédulos podem ser detectados aos cinco
dias apds a emergéncia das plantas, aumentando em nimero ao redor dos 12 dias apds a emergéncia.
Apos esse periodo inicial, a nodulacdo e a fixagéo do N, intensificam até o florescimento, havendo
entdo a manutencio da atividade ou mesmo um incremento até a formagio das vagens, quando inicia
a senescéncia dos nddulos (Franco et al., 1978; Carmen C. et al., 1984). Na época do florescimento,
uma planta de soja ben nodulada deve mostrar, no campo, entre 15 e 30 ndodulos ou 100 mg a 200 mg
de matéria de nédulos secos por planta (Vargas & Suhet, 1980a,b; Vargas et al., 1982a; Cattelan &
Hungria, 1994). Muitas vezes, pode ocorrer uma populagio secundaria de nodulos apos o florescimento,
que contribuira para o fornecimento de N para as vagens (Franco et al., 1978). A ontogenia da nodulagio
e acimulo de N total em soja, cultivar IAC-2, pode ser observada na Figura 2.12.

Durante varies anos, essa queda na atividade da dinitrogenase, apoés o florescimento, era atri-
buida & competi¢do entre nddulos e vagens pelos fotossintatos da planta (revisado em Neves & Hungria,
1987). Hoje, outras hipdteses, como o controle hormonal (Hungria & Neves, 1986; Neves & Hungria,
1987) ou fatores que controlam o suprimento de O, na zona bacteroidal, afetando a disponibilidade de
ATP (Hartwig et al., 1987; Vessey et al., 1988; Layzell & Hunt, 1990; Layzell et al., 1990) séo consi-
derados mais importantes. Ainda ha discussdes sobre os fatores fisiologicos e genéticos que seriam
responsaveis pelo inicio da senescéncia dos nddulos, que também inicia logo apés o florescimento,
justamente no periodo de maior demanda de-N pelas plantas (Sutton, 1983; Neves & Hungria, 1987).
No caso do feljfo, algumas estirpes de rizobio e algumas cultivares permitiram um prolongamento na
atividade dos nodulos {(Hungria & Franco, 1988; Barradas et al., 1989; Boddey & Hungria, 1990),
sendo provavel que também exista variabilidade entre estirpes de 5. japonicim e cultivares de soja em
relacio 4 senescéncia dos nadulos, o que ainda ndo foi investigado.

2.12. Avaliacio da Fixac¢iio do Nitrogénio

Segundo estimativas da FAO (1985), as taxas de fixagdo do N, na cultura da soja se situam
entre 60 kg a 168 kg de N.ha™'. H4 levantamentos com valores de 57 kg a 94 kg de N.ha™' (Burns &
Hardy, 1975), 40 kg a 206 kg de N.ha™!(Franco, 1978) e 26 kg a 188 kg de N ha™' (Giller & Wilson,
1991). Ha relatos, também, de que o N proveniente da fixacfo biolégica contribuiria com 57% a 67%
do N total acumulado pela soja (Carmen C. et al, 1984; Bergersen et al., 1985). No Brasil, em estudos
realizados por Boddey et al. (1984, 1990), as taxas de fixagido encontradas para a soja foram de 109 kg
2 250 kg de N.ha !, representando de 70% a 85% do N total acumulado pelas plantas.
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Figura 2.12. Nodulagdo e fixagdo de N, em diferentes estadios de desenvolvimento da soja IAC-2 em solo de primeiro
cultivo; onde cada ponto representa a média de quatro tratamentos com trés repetiges, e as barras verticais
representam o erro da média calculado em cada ponto. Segundo Vargas et al.(1982a).



Diversos métodos podem ser utilizados na avaliagao da eficiéncia do processo de fixagdo bio-
logica do N, e a escolha dependera do tipo de estudo ou interesse considerado. Para o agricultor ou
extensionista, uma avaliagdo da nodulagdo a campo aos 10 a 15 dias apos a emergéncia € geralmente
recomendada. Nesse estadio, em solos com baixos teores de N, a soja bem nodulada deve apresentar
de quatro a oito nddulos. Caso contrario, um acompanhamento deve ser feito e, se aps uma semana
novos nodulos ndo tiverem sido observados e se as plantas apresentarem sintomas visuais de deficién-
cia de N, pode-se recomendar a aplicagdo de fertilizantes nitrogenados.

Estudos com 153 cultivares de soja mostraram que 90% da nodulagdo ocorre na regido da
coroa ou colo da raiz principal (Bohrer et al., 1994). A auséncia de nodulos na coroa e o aparecimento
de nodulos nas raizes secundarias, particularmente na parte inferior do sistema radicular, indica que a
nodulagdo ocorreu tardiamente. As causas da inibigdo da nodulagdo primaria incluem solos com teo-
res de N elevados, temperaturas elevadas, estresse hidrico, ma qualidade do inoculante e falhas duran-
te a inoculagdo, como a exposi¢do do inoculante a temperaturas elevadas

A nodulagdao com estirpes eficientes pode ser facilmente visualizada pela distribui¢dao na co-
roa, tamanho de 2-3 mm e coloragdo interna rosea dos nodulos, relacionada a presenga de
leghemoglobina ativa (Figura 2.13). A coloragdo verde das plantas, no florescimento, também pode
ser um indicativo de boa eficiéncia da simbiose. Um parametro importante, em termos econdémicos, €
o da produgdo de graos. O inicio da senescéncia dos nodulos pode ser detectado pela mudanga da
coloragdo interna dos nodulos, que muda de rosea para verde, pela degeneragdo da leghemoglobina.
Normalmente a senescéncia inicia entre o florescimento e o periodo de enchimento das vagens; se
ocorrer antes disso, provavelmente, algum fator ambiental ou nutricional acelerou o processo

Figura 2.13. Nodulos de soja mostrando coloragido interna
rosea, devido a leghemoglobina.

Nos trabalhoss de pesquisa, outros métodos sdo utilizados. Para maiores detalhes, procurar
Sprent (1984), Boddey (1987), Giller & Wilson (1991).

Em trabalhos pioneiros, conduzidos no Brasil, foi sugerida a avaliagdo da simbiose pela re-
gressdo entre o peso dos nodulos e o N total das plantas, em uma equagdo representada por NF=bx,
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onde o coeficiente de regressio b representava a eficiéncia do tecido nodular e x 0 peso dos nédulos
(Dobereiner, 1966; Débereiner et al., 1966, 1970). Na avaliagdo de estirpes, por exemplo, as combina-
¢Bes das bactérias classificadas como “normais” apresentaram “b” variando de 0,165 a 0,240, enquan-
to que os valores de “b” para as “excepcionais” ficavam entre 0,279 a 0,439 (Dobereiner et al., 1970).

Durante muitos anos, o método de reducio do acetileno foi usado intensivamer}-te, por ser
simples, sensivel e rapido (Hardy et al., 1968, 1973). Esse método ¢ baseado no principio de que
muitos compostos contém a tripla ligacdo que pode ser reduzida pela dinitrogenase, e que o acetileno,
um gas de facil manipulagio e baixo custo, é reduzido pela dimtrogenase, em uma reagéo tedrica de
3:1. Posteriormente, conforme ja foi discutido, essa técnica foi corrigida para a porcentagem de elé-
trons perdida pela evolugdo do H,, sendo necessario corrigir a proporgéo para 4.1 (Schubert & Evans,
1976).

Hoje, porém, o uso da técnica de redugio do acetileno nio € mais recomendado em estudos
envolvendo a simbiose com a soja ou outros sistemas simbidticos. Isso ocorreu apds a constatagéio por
Minchin et al. (1983) de que a atividade da dinitrogenase em raizes noduladas e nodulos destacados,
caia rapidamente na presenga do acetileno, com a redugio simultdnea na respiracdo. O declinio é
causado pelo aumento da resisténcia da barreira de difuséio de O, (Figura 2.4) devido ao acetileno. As
manipulagdes da planta, necessarias a técnica de redugdo do acetileno, como remogdo da parte aérea e
retirada das raizes e nodulos, também causam uma queda drastica na redugio do acetileno, que varia
com a estirpe de rizébio e com o gendétipo da planta (Minchin et al., 1986). O método de redugio do.
acetileno, porém, pode ser utilizado para demonstrar que os nédulos estdo ativos e para analises rapi-
das e numerosas. Na EMBRAPA-CPAC, por exemplo, tem sido conduzido um programa de selegio
de sub-estirpes mais eficientes pela avaliagio da atividade de redugio do acetileno em nodulos indivi-
duais (Figura 2.14). Quando os isolados dos nodulos com atividade mais elevada foram inoculados
em plantas, eles permitiram maior acimulo de N total (Peres et al., 1984). Ein estudos fisiclogicos,
tém-se utilizado cémaras de incubagdo com fluxo continuo em sistemas ndo perturbados (Layzell,
1993).

Em casa de vegetagio, em substrato livre de N-mineral, a analise do N total nos da a quantida-
de de N, que foi fixada, tendo-se que excluir o N adicionado pelo inoculo e pelas sementes. Mas,
quando outras fontes de N estdo disponiveis, como fertilizantes ou N da matéria orginica, o balango
de N total e as técnicas com "N, incluindo abundancia natural, valor “A” e diluigio isotdpica e o uso
de ‘SNE sdo muito utilizadas. Algumas restri¢Bes, porém, precisam ser consideradas, como o custo
elevado das analises, a escolha correta da planta controle, estabilidade no enriquecimento com BN do
solo, ete. (Ruschel et al., 1979, Hardarsen et al, 1984; Boddey, 1987; Boddey et al., 1984, 1990;
Giller & Wilson, 1991). _

O uso da porcentagem de N como ureidos, como um método indireto de quantificagdo, tam-
bém tem sido empregado (Herridge, 1982, van Berkum et al., 1985) e o teor de clorofila nas folhas
pareceu ser um método promissor (Mirza et al., 1990), embora testes com cultivares e estirpes brasi-
leiras nfio tenham mostrado correlagio significativa (Nishi & Hungria, 1993; Boddey & Hungria,
1994b; Bohrer et al., 1994),
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Figura 2.14. Variabilidade nas taxas de fixagio do N, entre isolados de

uma mesma estirpe de B. japomicum. Segundo Peres et
al.(1984),

2.13. Inoculantes
2.13.1. Métodos de inoculagio

Pode-se dizer que a inoculagdo ja ocorria no inicio do século passado, quandoe o transporte de
terra de alfafais j2 estabelecidos, na Inglaterra, era realizado para as novas dreas onde se desejava
introduzir essa leguminosa. Na primeira metade deste sécule, teve inicio a produgio de inoculantes
em agar, mas devido & fragilidade da embalagem, a necessidade de manutencio em baixa temperatura
e & pouca durabilidade do produto, sua difusdo ficou limitada. Somente no final da década de 20, com
o uso da turfa como veiculo para o inoculante, houve um incremento na utilizagfio desse insumo.

Hoje, os inoculantes para a soja sio normalmente preparados em turfa, que € previamente
corrigida para pH 6,5 a 7,0. O prazo de validade dos inoculantes no Brasil € de seis meses, pois como
a turfa utilizada nio é desinfestada, o numero de céiulas de rizobio vidvels decresce drasticamente. Na
VI RELARE foi decidido que, a partir de julho de 1996, os inoculantes brasileiros terdo que ser
comercializados em turfa desinfestada. Com isso, o nimero de células vidveis podera ser maior, bem
come o tempo de comercializagio.

Outros veiculos de inoculagdo tém sido testados, como dleo diesel, dleo mineral e querosene,
mas ndo se mostraram eficientes (Faria et al., 1985; Peres et al, 1986; Kolling et al., 1990). Diversos
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inoculantes liquidos, baseados em um meio minimo de crescimento, ou com células liofilizadas, estdo
entrando no mercado brasileiro, mas ainda nfio h4 resultados conclusivos de pesquisa sobre o seu
desempenho (Tabela 2.14).

Tabela 2.14. Nodulacfo durante o estadio vegetativo e rendimento de grios em resposta a adesivos
e tipos de inoculantes para a cultura da soja, em um solo sem populagfio estabelecida de
Bradyrhizobium, em Viamdo, RS. Segundo Kolling et al. {(1990).

Tratamento Nodulacgiio* Rendimento*
(mg.planta™) (kg.ha™)

Sem moculagdo Oe 505¢

———————————— Adestvos para Inoculante Turfoso ——————————— —

Inoc. com agua 147 de 2164 be

Inoc. com agua no dia anterior a semeadura 438 be 3164 a

Inoc. com solugdo agucarada a 20% 555 ab 3267 a

Inoc. com sclugdo agucarada a 20% no dia anterior 691 a 3533 a

Inoc. com 6leo mineral ' 105 e 2064 ¢

Inoc. com dleo queimado 358 bed 2902 ab

————————————— Outros Tipos de Inoculante —~— — — — — — — — « — — —

Oleoso inoculado no dia anterior i8¢ 924 ¢

Liquido 246 cde 2976 ab

Liquido no dia anterior 238 cde 2879 ab

* Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey {5%).

A inoculagio a seco nfio apresenta bons resultados, devido 4 aderéncia fraca do inoculante as
sementes, sendo recomendado o uso de alguns produtos misturados & agua para aumentar a adesdo da
turfa as sementes. Boa adesividade tem sido conseguida com solugio agucarada, que hoje é recomen-
dada na concentragiio de 25% (Vargas & Suhet, 1990b), mas a goma ardbica, produtos industriais
como metil-etilcelulose e metil-hidroxipropil-celulose e gomas preparadas 4 base de polvilho de man-
dioca, polvitho de araruta ou farinha de trigo podem ser empregadas com sucesso (Faria et al., 1985).
Com os adesivos, outros produtos, como calcareo, fosfato de rocha e micronutrientes podem ser apli-
cados e formam um pelete, colocando esses materiais perto das sementes e aumentando a nodulagio
nos casos em que esses nutrientes se fazem necessarios (De-Polli & Débereiner, 1974; De-Polli et al.,
1979; Vargas & Suhet, 1980b).

2.13.2. Efeito dos defensivos agricolas

O tratamento das sementes com fungicidas e pesticidas pode matar as células do rizdbio. De-
Polli et al. (1986) fizeram uma revisao extensiva sobre os efeitos de diversos defensivos agricolas na
fixagao biologica do N,. De um modo geral, fungicidas & base de metais pesados, como o zinco, cobre



e chumbo. ndc deveriam ser usados devido a sua toxicidade. Como o tratamento de sementes ¢ essen-
cial em muitos locais {radicionalmente plantados com a soja, os produtos sio anualmente testados e
aqueles listados, na recomendagio anual para a cultura na Regifo Central ¢ na Regido Sul, causam
pouca ou nenhuma toxicidade ao rizébio,

De um modo geral, os herbicidas sio menos téxicos do que os fungicidas, mas a maioria dos
inscticidas organoclorados ¢ alguns organofosfatados prejudicam a nodulagio, embora os defensivos
contra nematoides, geralmente, nio prejudiquem a nodulagio (De-Poli et al., 1986; Cattelan & Hungria,
1994).

2.13.3. Métodos de inaculagio recomendados no Brasil

O método de inoculagio recomendado hoje compreende as scguintes etapas: |- dissolver 250
g de aguear cristal (13 colheres de sopa) em um litro de dgua (em lugar do agucar pode-se utilizar
goma arabica a 20% ou uma celulose substituida a 5%, de qualgquer marca comercial); 2- misturar 500
ml dessa solugdo com 500 g de turfa; 3- misturar com 50 kg de sementes ou 400 g por saco de 40 kg
{alternativamente, pode-se misturar a solugdo agucarada as sementes ¢ tmediatamente, para que as
sementes ndao absorvam agua, o inoculante; neste caso, deve-se decrescer a proporgio a 250 ml de
solugio agucarada para 500 g de moculante); 4- utilizar tambor rotatorio; 5- espalhar as sementes com
o inoculante em camadas de 10 cm a 30 cm sobre uma superficie seca, a sombra; 0- deixar sccar por
algumas horas; 7- regular a plantadeira para as sementes inoculadas; e 8- semear no mesmo dia ou no
maximo apos quatro dias, desde que as sementes fiquem em ambiente fresco e protegidas do sol.

A proporgao de 500 g de inoculante: 50 kg de semente (ou 400 g: 40 kg de semente) € reco-
mendada para a Regido Sul, pois os resultados encontrados com essa dose sfo adequados. Acima de
uma dosagem de 750 g, ocorre um decréscimo acentuado na porcentagen de inoculante aderido as
sementes, e a nodulagdo e rendimento de grios nfo sdo beneficiados. A campo, embora os resultados
ndo tenham sido estatisticamente diferentes, a aplicagio de 500 g de inoculante, mesmo em um solo
com populacio cstabelecida clevada, permitiu um aumento no rendimento de 519 kg ha™ (Tabela
2.15).

No caso da regifio do Cerrado, particularmente em drea de primeiro cultivo da soja. a produgio
de grios responde a uma maior dose de inoculante, 1000 g de inoculante/40 kg de semente (Vargas &
Suhet, 1980a; Vargas et al., 1992b). Teoricamente, se houver um aumento de 200 g para 1000 g de um
inoculante com concentragio de 10% células g™, o nimero de céiulas disponiveis quintuplicara mas,
se a concentragée de células desse inoculante for aumentada para 10°, o mimero de células aumeniara
dez vezes. Dessa [orma, ¢ possivel que a dose de inoculante possa ser reduzida pelo uso de maior
concentragio de células.. Lintretanto, mais experimentos precisam ser conduzidos peis, conforme pode
ser observado na Tabela 2.16, embora o inoculante com mator concentracio de células tenha permi-
tido um incremento na ocupagio dos ndédulos pelas estirpes, o aumento no rendimento dos griaos so fol
observado na dose de 1000 g. E necessario investigar se essa dose mais elevada de turfa confere outras
vantagens a inoculagdo, como manutengdo da cletividade do rizdbio em condigdes de temperaturas
clevadas ou baixo teor de umidade no solo.
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Tabela 2.15. Efeito da dose de inoculante (em g de inoculante:50 kg de semente) na aderéncia as
sementes (% do inoculante que ficou aderido) e na matéria dos ndodulos c da parte aérea
secas acumulada aos 40 dias apos a inoculagdo de soja, cultivar BR-16*. Segundo
Brandio Jr. & Hungria (1994).

Duose Aderéncia ___V_aso;g_ljl_sﬁzg_is_____ Yasos__ ¢/Solo L Rendimento
do as MNS MPAS MNS MPAS de grios
Inoculante Sementes (mg_pl_l) (g.pl_lj (mg,pl"']) (g,pl_l) (kg.ha‘l)
0 ] ] ] _ ; 3089
250 02,18 a 4760 a 0,51a 57,70 a 0,87 a 3410
500 88.56 a 34,52 a 048 a 75.55 2 1.05a 3608
750 80.00 b 4712 2 0.54a 75.62 a 1.07a 3024
1000 66,21 c 4216 a 048 a 61,08 a 0.85a 2911

* Madias de cineo repatictes, Vilores sepuidos pelie mesma lelra e coda colina nila diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (%)

Tabela 2.16. Efeito de doses do inoculante [g de inoculante.(40 kg) ! de sementes] contendo as estir-
pes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 na ocorréncia dos sorogrupos das estirpes introduzidas
e na produtividade da soja em solos do Cerrado com populagio estabelecida. * Segundo
Vargas et al. (1992b).

Dose Ocorréncia dos Sorogrupos Produtividade de
nos nodulos (%) grios (kg . ha™)
5079 5080

0 15 1 3575

200 15 4 353

1000 25 1 3843
—————————— inoculante com 107 células/g de inoculante — — — — — — — — — —
200 24 [z 3528

* blédias de quatro repetipdes.



38

Em relagio aos adesivos, sem divida eles sdo importantes para garantir a aderéncia do inoculante
as sementes (Tabela 2.14). A recomendagdo da solugdo agucarada se deve principalmente a essa
adesdio, permitindo o aumento da nodulagio (Tabelas 2.14 e 2.17). Alguns resultados de pesquisa
mostraram que, até oifo dias apds a inoculagdo das sementes, a viabilidade do inoculante foi mantida
(Figura 2.15, Peres et al., 1980) mas, por seguranga, recomenda-se que esse prazo nfo ultrapasse
quatro dias.

Tabela 2.17. Efeito da adigio de agua e solugdo agucarada a 25% na aderéncia do inoculante as
sementes (% do inoculante que ficou aderido) e na matéria dos nédulos e da parte aérea
seca acumulada aos 40 dias apds a inoculagdo de soja, cultivar BR-16*.

Dose Aderéncia Vasos Estéreis Vasos ¢/Solo Rendimento de griios
do as MNS MPAS MNS MPAS  Virgem Cultivado
Acnicar Sementes (mg.pl™) (gp™  (mgpl™)  (gpl™) (kgha)  (kgha'h
Testemnunha
s/incculagdo - - - - - 2621 4262
Inoc.+igua 41,00 b 28,11b  0,28a 37,600 097 a 3648 4424
Inoc.+s0i. a
25% 80,87 a 4136a  042a 52152 1,07 a 3477 3922

* Experimentos conduzidos em vasos com solugiio nutriliva estéril sem N ou vasos com Latossolo Roxe com 10° células de Bradyriizobinm.gt de
solo. Médias de cinco vepeligies, Valores seguidos pela mesta Tefra nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (3%). Segundo Brandin Jr. &
Hungria (1954). O efeile da solugdo agucarada fambém [oi analisade em experimenio a campa em solo do Cerrado virgem e apds o culliva e
inoculagiio, Segundo Vargas et al. (dados nio publicados).

Nos casos em que se fizer necessario o tratamento de sementes, deve-se: 1- misturar as mes-
mas com a solugfio agucarada, utilizando-se 250 m! de solugéo {(25%) a 50 kg de sementes; 2- adicio-
nar, a seguir, o fungicida; 3~ aplicar 500 g de inoculante {ou 1000 g, no caso da Regido Central); 4-
deixar secar a sombra por algumas horas; e 5- semear no mesmo dia e, caso isso nfo seja possivel,
repetir a inoculagiio no dia do plantio.

Hoje ja existem maquinas no mercado que permitem a inoculagdo com turfa simultaneamente
com o tratamento de sementes, com um rendimento de 60 sacas.hora™' e dispensando a secagem. Com
essa facilidade, certamente mais agricultores passardo a adotar essa pratica.

2.13.4. Cuidados com o inoculante ¢ com a inoculacio

Para que a inoculagdo seja bem sucedida € necessério, primeiramente, que o inoculante apre-
sente um nimero elevado de células vidveis. De acordo com a legislagio atual, esse nimero é de 107
células.g™' de inoculante na hora do uso. Além disso, alguns cuidados basicos devem ser tomadas,
como: 1- nfio utilizar inoculante com prazo de validade vencido: 2- ao adquirir o inoculante, certificar-
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se de que o produto estava conservado em condigdes satisfatorias e, apds a aquisigio, conserva-lo em
lugar fresco e arejado até o momento da utilizagdo. Em relagio & inoculagfio, deve-se, ainda: 1- fazer
a inoculagdo 4 sombra g, preferencialmente, pela manh3; 2- interromper a semeadura quando o depo-
sito de sementes aquecer em demasia, pois altas temperaturas matam as bacteérias.

800+
600+
400 —o— N2 Nédulos

5 —O— Massa de Nodulos
200 1

*—eo—o —o—__o .

0 LS ¥ 1 1 1 T L f
0 2 4 6 8

Dioas de Armazenamento

Figura 2.15. Efeito do periodo de armazenamento de sementes na
nodulagio de soja TAC-2, inoculadas com as estirpes
SEMIA 5019 ¢ SEMIA 587 e utilizando-se uma solu-
¢io de sacarose a 25%. Segundo Peres et al.(1986).

2.13.5. Fatores ambientais que podem afetar o sucesso da inoculacgio

As temperaturas elevadas e o estresse hidrico, muitas vezes atuando juntos, s&o provavelmente
os principais fatores ambientais limitantes 4 fixag#o biologica do N, nos tropicos, afetando a simbiose
em todos os estadios.

As temperaturas elevadas podem afetar a sobrevivéncia das bactérias no solo, a formagéo de
pélos radiculares e a infecgdo. Os sitios de nodulacdo, nas partes mais novas do sistema radicular, s8o
as 4reas mais sensiveis no estadio da pré-infecgdo. Posteriormente, as temperaturas elevadas podem
afetar a sintese de leghemoglobina, desnaturar a dinitrogenase, acelerar a senescéncia dos nodulos,
reduzir a atividade das enzimas que assimilam a amdnia resultante da fixagio do N,, entre outros.
Também hé os efeitos adversos causados por alteragdes na planta hospedeira afetando, particularmen-
te, a fotossintese {Sprent, 1984; La Favre & Eaglesham, [986b, 1987, Giller & Wilson, 1991; Hungria
et al., 1993; Hungria & Franco, 1993, Neumater & Nepomuceno, 1994).

Quanto & disponibilidade hidrica, ela é importante para a importagio de fotossintatos e expor-
tagAo dos compostos nitrogenados. Com a deficiéneia hidrica, ocorre o actimulo de compostos
nitrogenados nos nodulos podendo desnaturar a dinitrogenase. Com ¢ excesso hidrico, diminui o
oxigénio para os noédulos, afetando a disponibilidade de energia para o metabolismo {Vincent, 1980;
Sprent, 1984).
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(s estresses térmicos e hidricos podem ser mais drasticos sob determinadas condigdes, como
solos arenosos ou descobertos. Nessas condig@es, a irrigagio e cobertura morta (Sekhon et al,, 1984;
Morote et al., 1990) e o sistema de semeadura por plantio direto, que também permite maior cobertura
morta (Voss & Sidiras, 1985), podem reduzir o estresse e favorecer a nodulagio.

Embora a selegdo de estirpes i vitro para tolerdncia a temperaturas elevadas néio correlamone
necessariamente, com a tolerdncia em simbiose (La Favre & Eaglesham, 1986b), ha indicagdes, de
que algumas estirpes de B. japonicum e gendtipos de soja podem tolerar methor os estresses térmicos
e hidricos (Morote et al,, 1990; Sall & Sinclair, 1991; Neumaier & Nepomuceno, 1994). Existem,
portanto, diferengas genéticas que deveriam ser methor exploradas.

2.13.6. Fatores nutricionais

As plantas que fixam N, s#o, nutricionalmente, mais exigentes, pois requerem os nutrientes
necessarios ao hospedeiro, ao rizobio e ao sistema simbiotico. Neste item, os nutrientes que afetam a
simbiose com soja serdo apenas mencionados. Para matores detalhes, diversas revisdes podem ser
consultadas (Freire, 1977, Munns & Franco, 1982 Borkel't & Sfredo, 1994; Cattelan & Hungria,
1994). _

Os estudos indicam que a acidez afeta principalmente o estadio de infecgéo, devido a redugio
da atividade das enzimas relacionadas com a quebra da parede cetular. A acidez também prejudica a
sobrevivéncia do Bradyrhizobium e apresenta efeitos indiretos, reduzindo a disponibilidade de calcio,
magnésio, molibdénio e fosforo e aumentando a de aluminio e manganés. Em relagdo ao
microssimbionte, o aluminio ¢ o manganés afetam a divisdo das células da bactéria, podem causar
mutagdo do rizébio, diminuem a sua efetividade e, em relagio ao hospedeiro, afetam o desenvolvi-
mento das raizes. O inicio da nodulagio e funcionamento dos nodulos também € afetado, drasticamen-
te, por niveis toxicos desses elementos (Franco & Dabereiner, 1971; Keyser & Munns, 1979a,b; Munns
& Keyser, 1981), mas algumas estirpes de Bradyrhizobium e gendtipos de soja tém se mostrado tole-
rantes a essas condigBes (Débereiner & Arruda, 1967, Franco & Ddobereiner, 1971; Keyser & Munns,
1979b; Asanuma & Ayanaba, 1990; Taylor et al, 1991).

O calcio afeta o crescimento dos tecidos meristematicos das raizes, a distribuicBo de nutrien-
tes, a sobrevivéncia, a formagio de flagelos e o potencial de infeccfio do rizdbio, além de ser um
componente da parede e da membrana celulares. Em solos acidos, incrementos no rendimento e
nodulagdo tém sido freqitentemente relatados pela pratica da calagem (Freire, 1977). J& o magnésio €
muito importante para o crescimento da bactéria, estabelecimento e rigidez de seus flagelos, para a
atividade da nitrogenase, além de desempenhar um papel importante no metabolismo da planta hospe-
deira (Freire, 1977; Robinson et al., 1992). O potassio afeta indiretamente a simbiose, pelo metabolis-
mo da planta hospedeira e € importante no transporte dos compostos nitrogenados fixados pela soja,
que vdo para a parte aérea na forma de alantoato de potassio.

O fosforo, indiscutivelmente, desempenha um papel de extrema importéncia, tanto no inicio
da formagdo dos nodules como pelo fornecimenito de energia em todos os estadios da simbiose. Em
muitos solos brasileiros, caracterizados pelo baixo teor desse nutriente, adubacgoes fosfatadas aumen-
tam a nodulagfo e o rendimento da soja (Freire, 1977), J& o enxofre faz parte do complexo da
dinitrogenase, além de estar associado com a fotossintese da planta hospedeira,
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Em relagio aos micronutrienes, o ferro é componente da dinitrogenase e da leghemogiobina.
O molibdénio é componente da dinitrogenase, razdo pela qual os sintomas de deficiéncia desse nutri-
ente se assemelham aos sintomas de deficiéncia de N. Em alguns solos, onde ocorre deficiéncia de
molibdénio, a liberagdo do micronutriente pela calagem ou a fertilizagdo pode aumentar significativa-
mente a fixagdo de N, e a produtividade de soja (Ruschel & Eira, 1969; Lantman et al., 1989). O
cobalto também ¢ essencial para as plantas que fixam N, e os principais efeitos do boro, cobre e zico
sdo indiretos, pelo metabolismo da pianta hospedetra.

O nitrogénio mineral inibe o processo de fixagio do N, Pode-se citar que alguns estudos
identificaram como fator inibitorio a preferéncia da planta pelo N mineral devido ao menor gasto
energético para a sua assimilagio, imibigdo via auxinas, inthiglo da sintese e atividade da dinitrogenase,
aumento na resisténcia & difusio de oxigénio nos nédulos, formagio do composto nitrosil-
leghemoglobina, que inibe a sintese e atividade da leghemoglobina, entre outros (Minchun et al., 1981,
Sprent, 1984; Kanayama & Yamamoto,1991; Layzell et al., 1993).

A aplicagfio de adubos nitrogenados na culiura da soja nio ¢ justificavel, pois mesmo em areas
recém-desbravadas dos Cerrados, onde sdo incorporadas grandes quantidades de residuos vegetais
(26 t.ha™") com alta relagio C/N, niio se observaram respostas & aplicagdo de até 30 kg de N. ha™!
(Vargas et al., 1982b). Levantamentos de literatura mastram que 57% a 83% do N total acumulade
pela soja € proveniente da fixagio bioldgica de N,, havendo um decréscime para 18% a 32%, apos a
fertilizagio com 200 kg de N.ha™', sem qualquer aumento na produtividade (Cattelan & Hungria,
1994). Alguns resultados sobre o efeito da adubacdo nitrogenada no rendimento da soja estdo resumi-
dos na Tabela 2.18. Nio é comprovado, também, que uma dose “de arranque™ (“starter”) de N, reco-
mendada por alguns pesquisadores, traga qualquer beneficio as plantas (Bari et al., 1977, Vargas ct
al, 1992a). A recomendagfo nacional para a cultura da soja, hoje, € de que ndo se aplique qualquer
fonte de fertilizante nitrogenado e somente quando for mais facil obter férmula de adubo que contenha
N, essa podera ser ulilizada, desde que nfio sejam aplicades mais do que 20 kg de N.ha™' e que isso ndo
reflita em anmento nos custos para o agricultor.

2.13.7. Inoculaciio sob condigdes adversas

Se algum produto toxico tiver de ser adicionado as sementes, pode-se aplicar maior dose de
inoculante ou entdo adicionar sementes inviaveis, ndo tratadas, ou particulas inertes de tamanho e
peso similar ao da soja (De-Polli et al., 1986). Em alguns casos, realiza-se a inoculagio do solo em
forma granulada, turfa ou liguido, mas ¢ inoculante ndc pode ser misturado com o adubo, pois a
salinidade € prejudicial ao nzébio. As vantagens desses métodos incluem a separagfio de produtos
toxicos que possam estar cobrindo as sementes, mas a maior desvantagem ¢ o custo, desde que mais
inoculante precisa ser adicionado.

No case do nsucesso da inoculagio da soja, em solos sob vegetacao de cerrados no primeiro
ano de cultivo, Peres et al. (1989} conseguiram estabelecer as estirpes desejaveis pela inoculagdo do
arroz, que € a cultura que precede a soja. Resultados semelhantes foram obtidos por Diatloff (1969),
que estabelecen estirpes de B. juponicum pela inoculag¢do de sementes de cevada, € por Gaur et al.
(1980), que estabeleceu Bradyrhizobinm sp. pela inoculagio do milho. Nos cerrados, a inoculagio
através do arroz permitiu o estabelecimento das estirpes e um incremento no rendimento da soja de
983 kg.ha™! (Figura 2.16).



Tabela 2.18. Efeito de doses de adubagio nitrogenada no rendioiento dos grios de soja cm solos da regido do Cerrado ¢ do Parana.

Regiio Cultive Cultivar Estirpe
Cerrado 17 ano 1AC-2 AN19+387
Cerrado 27 ano Parana 30194387
Cermrado 2% ano sta. Rosa A019+387
Cerrado 2% ano LEV-] 3194387
Cerrado 2% ano IAC-2 3019+387
Parand 1" ano Parana sAnoc.
366+387+
332c
Parand 1% ano BR-16G s/inoc.
307943080
S874+35019
s/inoc.
Parana = 2% ann BR-37 387+3019
s/inoc.
Parand > 2 ano BR-16 s/inoc.
sfnoc,
3019

* Dados nda publicadoes.

Dose
(kg de N.ba 1)

0
10

Produgio
(kg.ha 1)

1921
1963
2039
2023
2190
2034
2817
2871
3443
3327
3336

2680
2888
2747
2982
1268
1039
4009
3981
4400

Institui¢fo

CPAC

CPAC

CPAC

CPAC

CPAC

UNPSe

CNI*So

CNPSo

CNPSo

CNP5o

Ano

1979/80

1977/78

197778

1977/78

L977/78

1979/80

1979/80

1991/92

1992/93

1992/93

Referéncia

Vargas et
al. (1982c)

Vargas et
al. (1982¢)
Vargas et
al (1982¢)
Vargas el
al. (1982¢)
Vargas ¢t
al. (1982c)
Campo et
al. (1982)

Cattelan &
Hungria*

Cattclan &
Flungria*

Nishi &
Hungria (1994)

9
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3000 1 [2) Arroz inoculado

Rendimanto de Grdoe da Soja
(kg/ha}

o 250 500 1000

Cosa de [noculants
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Figura 2.16. Rendimento de soja, cultivar IAC-2, receben-
do quatro niveis de inoculante, em area em que
o arroz havia sido ou ndo previamente inocu-
lado com as mesmas doses. O experimento foi
conduzido em um latossolo vermelho-amare-
lo do cerrado sem populagdo estabelecida de
Bradyrhizobium e o inoculante foi preparado
com as estirpes SEMIA 5019 e SEMIA 587.

2.13.8. Inoculagiio em solos com populagiio estabelecida

Conforme discutido anteriormente, pouco se sabe sobre as bases genéticas que podem auxiliar
na obtengdo de estirpes mais competitivas. Deve-se pensar, portanto, em outras alternativas que per-
mitam o estabelecimento das bactérias desejadas. Em relago & vantagem numérnica, Weaver & Frederick
(1974} verificaram que o nimero de células bacterianas do inoculante tem que ser pelo menos 1000
vezes superior ao numero de bactérias do solo para formar 50% dos nddules. Usando essa mesma
relacdo de indcule, porém, Meade ct al. (1985) ndo conseguiram recuperar mais do que 33% de nédu-
los formados por uma estirpe introduzida de R. leguminosarum bv. viceae. Em soja, indculos 1000
vezes superiores a populagdo estabelecida do solo apresentaram resultados que vartaram de acordo
com a estirpe, com um aumento de 20% para 37% pela inoculagdo com a SEMIA 5019, enquanto que
a inoculagdo com a SEMIA 566 aumentou a ocupagio de 32% para 78% (Nishi & Hungria, 1993).

Ha controvérsias, ainda, sobre a possibilidade de aumentar a ocupagio dos nddulos em solos
com populagio estabelecida elevada. Resultados encontrados em uma série de experimentos nos Esta-
dos Unidos detectaram que populagdes 130 baixas quanto 20 a 50 células de rizébio/g de solo podem



eliminar a resposta a inoculagio, desde que algumas dessas bactérias sejam eficientes (Singleton &
Tavares, 1986; Thies ct al., 1991). No Estado do Parana, porém, mesmo em solos com populagiio de
10° a 10° células.g™! de solo, tem-se conseguide aumentar a porcentagem de ocupag@o dos noddulos
pelas estirpes do inoculante (Nishi & Hungria, 1993; Cattelan & Hungria, dados néo publicados).

Também ha muita controvérsia sobre a porcentagem de nddulos que uma estirpe eficiente
precisa formar para beneficiar o hospedeiro. Thies et al. {1991) observaram que pelo menos 66% dos
nédulos da planta precisam ser formados pela estirpe introduzida. Entretanto, em solos do Parana,
uma ocupagio de 36% dos nodulos pela estirpe SEMIA 5019 ja foi suficiente para permitir um incre-
mento de 419 kg ha™! em relagio ao tratamento recebendo 400 kg de N ha™! (Nishi & Hungria, 1993).
Esses resultados, e outros obfidos tamb€m em solos do Parang, indicam que talvez o nimero e massa
de nddulos formados por uma determinada estirpe sejam mais importantes do que a porcentagem de
nodulos ocupados por essa estirpe,

Alguns métodos de inoculagio, como a aplicagdo de um nimero elevado de células por alguns
anos, também podem ser recomendados para auxiliar no estabelecimento de estirpes desejaveis (Triplett
& Sadowsky, 1992) Desse modo, a inoculagio da estirpe USDA 110 por trés anos consecutivos, nes
Fstados Unidos, permitiu o seu estabelecimento no solo (Duningan ct al , 1984). o mesmo acontecen-
do com uma estirpe para o trevo forragetro (Martensson, 1990). Dosecs mais elevadas de mnoculante
também tém permitido o melhor estabelecimento das estirpes em solos do Cerrado (Vargas & Suhet,
1980a).

Diversos fatores afetam a predomindncia de uma determinada cstirpe no solo, mas em grande
parte o estabelecimento estd relacionado com as estirpes competitivas inoculadas nos anos anteriores.
Na Tabela 2.19, estdo listadas as estirpes que ja foram recomendadas em inoculantes no Brasil, algu-
mas delas altamente compelitivas, como a SEMTA 587, que em solos com populagio estabelecida em
Guaiba, RS, permitiu a ocupagio de 68% a 77% dos nodulos (Freire, 1977). Na Tabela 2.20, estdo
listados alguns levantamentos mostrando os sorogrupos dominantes em certas regides do Brasil.

Tabela 2.19. Estirpes utilizadas em inoculantes de soja de 1956 a 1994 %

Ano Estirpes {(SEMIA)

1956 500 504 505 512 513 516 517 519 521
1857 504 505 509 512 513 516 519 521 523
1958 504 505 509 512 515 517 319 534 535
1961 519 521 526 531 534 535

1962 504 510 513 519 527 531

1964 504 513 527 531

1965 504 513 519 532

1966 532 543 566

1968-1975 543 566 587

1976 527 532 506

1977 527 5006 586

1978 527 532 506

[G79-1991 587 5019

1992-....... 587 5019

5079 5080

*¥[3e 1956 & 1991 as (nformugiies foram campiladas de Freire & Kolling (1991).



Tabela 2. 28. Sorogrupos presentes nos nodulos de soja detectados em levantamentos realizados em diversos locais do Brasil.

Nelocal

Local Alto Soerogrupos (%) Referéncia
327 332c¢ 366 387 5319 3061 386

Guaiba, RS 1973 5 37 3 32 n.a. (L& 5 Fretre (1977) 1
Guaiba, RS 1975 30 21 .23 48 na na. n.&. Freire (1977) !
Guaiba, RS 1976 8 3 2 77 na. LH. .. Freire (1977) !
Guaiba, RS 1984 na* 1 39 33 6 0 na. Campo** 1
Maquine, RS 1984 n.4. 4] 34 17 19 0 na. Campo** !
Capinopolis. MG 1990 L&, mLi. 21 37 21 A 0 WVargas etal. (1992 b) 1
Tupaciguara. MG 1590 na. n.a. 4 48 49 na. 0 Vargas ctal. {1992 b)

Nova FPonte, MG 1590 n.a. na 43 349 17 na, 0] Vargas etal. (1992 b) l
Perdizes, MG 1990 na. n.a. 0 46 64 n.Aa. 0 Vargas etal (1992b) 2
Sacramento. MG 14990 .. e, 14 57 14 .8 14 Vargas etal. (1992 b) 1
Uberaba, MG 1990 na na 0 30 3 n.a, 0 Vargas etal. (1992 b) 1
Tabatinga DIF 1990 .. 16 532 10 17 n.a. 0 Vargasetal, (1992 b) 2
Rio Preto, DF [990 n.a. 3 37 I2 31 n.a. 0 Vargasctal. (1992 h) 3
Jurdim. DF 1990} i, il a4 18 26 n.a. 0] Yargas etal. (1992 b) 2
PAD. DF 1990 na, 7 32 16 2G na. 0 Vargasctal. (1992 b) 6
Pipiripau, DF 1990 na. I! 14 8 36 n.4. 0 Vargasctal. (1992 b) ]
Crstaling, GO 1990 na. 11 17 23 33 na 0 Vargasetal (1992 b) 1
Vilhena RO - 1990 na. na. 68 18 14 na na Vargas et al. (1992 b) 2
Sio Gabricl do Qeste, MS 1990 TLAL n.a. 63 13 23 1.4, n.a. Vargas ctal. (1992 h) |
Maracaju, MS 1990 n.a. 3 51 23 21 na. na. Vargasetal. (1992 ) 1

* Nao avaliada.
™ Dadaos nin publicados.

€0
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2.14. Resultados de Inoculagio no Brasil
2.14.1. Solos de primeiro ano de cultivo |

Considera-se que os solos do Brasil nio possuem Bradyrhizobium nativo ¢, por 1$80, as respos-
tas a inoculagdo em areas ndo cultivadas sdo scmpre positivas. Gragas a tecnologia que permite o
cultivo da soja em diversas latitudes, pode-se observar, na Regido Norte, que a inoculagio em um solo
isento de Bradyrhizobium resultou em um aumento de rendimento de 239 kg ha™' para 2533 kg.ha™
(Oliverra et al., 1992).

Nos solos sob vegetagdo de Cerrado, as respostas 4 inoculagio também sfo muito significati-
vas no primeiro ano de cultivo (Vargas & Suhet, 1980a,b; Vargas et al., 1982a,b,c.d). Resultados
positives de um experimento conduzido em area do Cerrado podem ser vistos na Tabela 2.21. Apds
sete anos de experimentagio com as cstirpes SEMILA 5079 ¢ SEMIA 5080, Peres et al. (1993) obser-
varam ganhos médios de 260 kg ha™'. Também em solos de primeiro ano de cultivo, no Rio Grande do
Sul, a inoculagio incrementou o rendimento em quase seis vezes (Tabela 2.14).

Tabela 2.21. Resposta a inoculagio da soja em solo de cerrado no primeiro ano de cultivo ™

Tratamento Matéria de Naodulos Produtividade N total das Plantas

Secos
(mg.planta™") (kg.ha™") (ke de N.ha™)

SEMIA 586 46,0 b 1600 a 98,04 a

SEMIA 587 1762 a 1112 ab 61,83 ab
SEMIA 5019 1212 a 1228 ab 71,75 ab
5019 + 587 66,2 a 1422 ab $3.46 ab
SEMIA 566 (isolado do cerrado) 2045a 1359 ab 75,70 ab
N mineral 0,0 1256 ab 71,23 ab
Sem inoculagdo 0.0 812 b 4513 b

* Madias dos resultados ohtidos pelas cullivares EMGOPA-301 ¢ Sants Rosu. Adaptade de Qliveira ot al. (1991).

2.14.2. Resultados de reinoculaciio em solos do brasil

Hoje em dia, porém, restam poucas dreas que ainda ndo foram inoculadas e a populagio natu-
ralizada dos solos as vezes € muito elevada. A maioria dos produtores de soja nfio pratica a reinoculagio,
principalmente pela falta de informag@es sobre os resultados que podem ser obtidos. Com essa pree-
cupagio, desde a safra de 1992/93 os resultados de experimentagio, em rede, nacional estido sendo
conduzidos em solos com populacio estabelecida.

No Cerrado, em experimentos conduzidos durante trés safras, somente na primeira safra no
houve efeito benéfico da reinoculagio. Nesses experimentos, pdde-se observar, ainda, o melhor esta-
belecimento das estirpes SEMTIA 5080 e SEMIA 5079 (Tabela 2.22), justificando a recomendagiio
dessas estirpes em inoculantes comerciais (Vargas et al., 1992b). Nos trés experimentos que tenderam
a responder & reinoculagdo, os ganhos variaram de 80 kg a 291 kg ha ™!, correspondendo a um incre-
mento na produtividade de 4 % a 12 %,
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Tabela 2.22. Efeito da reinoculagio na produtividade da soja e ocorréncia dos sorogrupos nos
nodulos®. Scgundo Vargas et al., 1992b,

Tratamento Nodulos ocupa- Produtividade Néduios ocupa- Produtividade
dos pela estirpe de griios dos pela estirpe de grios
introduzida (%) (kg.ha ") introduzida (%) (kg.ha™")

T pes PO
————— 98889 ————— ————— 1989/90 ——————

Testemunha 1928 3826

5019+ 587 33 25 2074 82 86 3497

5080 0 20 2008 2 51 35098

5079 68 73 2028 19 44 3799

————— 19909 ——— = ————— 1991/92 ——— — — —

Testemunha 3575 2321

5019 + 587 43 58 3763 94 o2 2589

5080 | 24 3705 1 56 2612

5079 15 23 3744 1 57 2511

= Experimenios conduzidos pela EMBRAPA-CPAC durame trés saffas em solos do Cerrado com  populagio estabofecida, Mading de quatre repeti-
phes.

¥+ A = antes da renoculagio e 1 — depuis da ratnoculagiin.

Em um solo no Parana, com populagiio estabelecida de 2,21.10° células g™ de solo, respostas
positivas & inoculagdo foram obtidas por Nisii & Hungria (1993). No solo em estudo, nfo havia
predorindncia de nenhum sorogrupo e todas as cstirpes introduzidas foram capazes dc ocupar, em
média, 50% dos nddulos das plantas, representando umn incremento de 140% em relagdo 4 testemunha
ndo inoculada. Quando o experimento foi instalado na safra seguinte, pdde-se observar que as estirpes
introduzidas na safra anterior voltaram aos niveis de ocupagio encontrados inicialmente (Figura 2.17).
Atraves da reinoculaglio dessas estirpes, porém, a porcentagem de ocupagio dos nodulos novamente
aumentou, evidenciando a importincia da reinoculagdo anual da soja, pois somente através dela pdde-
se atingir os niveis de ocupagio dos nodulos necessarios a maximizaggo do processo de fixagdo do N,
Em continuagdo a esse mesino experimento, pdde-se observar, ainda, que quando o trigo, cultivar
BR-23, fol semeado apos a soja, em parcelas que haviam sido inoculadas, o rendimento e teor de N
dos grios Ioram supertores nos tratamentos que haviam apresentado o melhor desempenhe simbiotico
na safra anterior (Figura 2.18). Dessc modo, o trigo seineado nas parcelas gue haviam sido inoculadas
com a SEMIA 5019 produziu 396 kg.ha™' a mais do que nas parcelas sem inoculagio, mostrando que
a inoculagio da soja deixou mais N no solo para a cultura seguinte.
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Figura 2.17. Efeito da reinbcula@io de soja, em um latossolo roxo do
Parana com populagio de 2,21.10° células.g™" de solo,
na porcentagem de ocupagio dos nddulos pelas estirpes
introduzidas no inoculante. Segundo Nishi & Hungria
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Figura 2.18. Relagdo linear entre o N total da soja na safra 92/93 e o
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2.15. Conclusdes

Os cstudos sobre a simbiose da soja tém mostrado grandes avangos, particularmente nas areas
de genética e fisiologia do microssimbionte. No Brasil, a inoculagio é uma técnica de baixo custo que
resulta na economia de milhares de dolares para o pais por ano. Em solos de primeiro ano de cultivo,
os ganhos no rendimento da soja pela inoculagio sdo indiscutiveis. Em solos ja cultivados, os ganhos
geralmente sdo menos expressivos, mas da ordem de 5 % a 15 %. Além disso, através da reinoculagio
da soja, estirpes mais eficientes sdo introduzidas e a cultura deixa de retirar N do solo, bem como o
enriquece através dos restos culturais, podendo resultar em beneficios para as culturas posteriores. No
Brasil, existem diversas linhas de pesquisa promissoras em andamento, incluindo a selegdo de estirpes
mais eficientes e competitivas e genotipos de soja com maior capacidade de fixagdo de N,. Esses
estudos, assoctados & melhoria na qualidade dos inoculantes comercializados no Brasil, podem resul-
tar em aumentos expressivos na produtividade da soja.
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CAPITULO 3
FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO EM FEIJAO

Ricardo S. Araujo’

3.1. Introdugao

O feijdo constitui uma das principais fontes de proteina da dieta do brasileiro, sendo consumi-
do por todas as classes de renda do pais. Entretanto, o consumo per capita cain nos ultimos anos
(Vieira, 1988), refletindo uma queda no poder aquisitive do consumidor, uma elevagio do prego do
produto € uma redugio na oferta de feijio no mercado, provavelmente decorrente da redugdo na pro-
dutividade da cultura.

Um dos fatores mais limitantes & produtividade do fefjoeiro € a baixa disponibilidade de nutri-
entes, sobretudo fosforo e nitrogénio, nos solos agricolas. A adigdo de nitrogénio na forma de fertili~
zantes & cara e, em muitos casos, ineficiente, principalmente devido a perdas do elemento causadas
por praticas culturais inadequadas. As leguminosas evoluiram obtendo nitrogénio da simbiose forma-
da com bactérias fixadoras de nitrogénio, os rizobios. Essa simbiose é conhecida e explorada comer-
cialmente hd mais de cem anos, sendo a soja e os adubos verdes os exemplos de maior sucesso conhe-
cidos.

Hé um descrédito crénico na capacidade de o feijoeiro fixar nitrogénio atmosférico suficiente
para expressar seu potencial produtivo, guando em associagio cotn o Rhizobium, recomendando-se
indistintamente o uso de fertilizante nitrogenado para a cultura (EMBRAPA, 1993). Entretanto, resul-
tados de varios anos de pesquisa apontam na diregio contraria, sugerindo que € possivel que a cultura
do feijoeire se beneficie, em nivel de campo, da fixagdo do nitrogénio. A exemplo da cultura da soja,
se o uso da inocula¢@o do feijoeiro se tornar uma pratica comum na agricultura, isto podera represen-
tar uma economia de divisas para o pais. Considerando-se uma area plantada com feijao, de aproxi-
madamente 5 mithes de hectares, e uma recomendagio média de adubagio nitrogenada com 60 kg de
N . ha™!, os gastos com o fertilizante, sulfato de amdnioc ou uréia, totalizam 320 ou 200 milhdes de
délares, respectivamente. Contudo, essa adubagio na maioria das vezes nio ¢ suficiente para que a
cultura atinja seu potencial produtivo, pois a eficiéncia de uso do fertilizante nitrogenado pelo feijoeiro
¢ muito baixa, ¢ que faz com que seja necessaria a aplicagfio de muito matis fertilizante. )

Em contrapartida, considerando-se o preco {superestimado) de um ddlar, por dose de inoculante,
e uma aplicacdo de uma dose de inoculante por hectare, os custos cairiam para cinco milhdes de
dolares, representando uma grande economia de divisas que poderiam ser direcionadas para outros
aspectos da melhoria da produtividade agricola, e outros insuinos extremamente importantes para a
cultura do feijio. Mesmo que a mmoculagio ndio seja suficiente para suprir todo o nitrogénie e seja
necessaria a realizagdo de adubages nitrogenadas em cobertura, a eliminagio ou redugio da aduba-
¢do no plantio jd representa uma economia a ser considerada.

! Pesyuisador, Ph.D., EMBRAPA-Ceniro Naciosal de Pesquisa de Arrez e Feijio (CNPAF), Caixa Poslal 179, CEP 74001-970, Goidnia, (GO.
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Neste capitulo & apresentado um resumo dosresultados de pesquisa sobre inoculagio do feijoeiro,
e discutida a viabihidade do usc da inoculagio na pritica.

3.2. O Microsimbionte

A pesquisa sobre o microsimbionte do feijoeiro teve um grande impulso nas décadas de 80 e
90, e hoje se conhccem melhor algumas das propriedades e caracteristicas desejaveis desses organis-
mos. Os resultados mais relevantes sio apresentados a seguir, de acordo com as caracteristicas estuda-
das.

3.2.1. Nomenclatura/especificidade hospedeira

O feijoeiro foi sempre considerado uma leguminosa de nodulagdo especifica, tendo como
inico microsimbionte o RAizobium phaseoli, posteriormente denominado R. leguminosarum biovar
phaseoli (Rlp). Essa nova denominagiio resultou de esthdos genéticos que mostraram que R.
leguminosarum, R. trifolii ¢ R. phaseoli diferem apenas no plasmidio simbidtico, tendo o restante de
seu genoma idéntico. Por cssa razdo, as trés espécics foram agrupadas na espécie R. leguminosarum,
identificando-se a especificidade por meio dos biovares viciae, trifolii e phaseoli, respectivamente
(Jordan, 1984). A transferéncia do plasmidio simbidtico entre os biovares lhes confere a habilidade de
nodulagio cruzada dos hospedeiros.

Rlp, porém, era um grupo muito heterogéneo de isolados (Beynon & Josey, 1980; Roberts et
al., 1980; Catteau et al., 1984), tendo sido dividido em Tipos I ¢ 11, de acordo com a presenga ou
ausénecia, respectivamente, de multiplas copilas (reiteragdes) de seqiidncias de DNA ligadas a fixaglo
de nitrogénio ¢ de acordo com a capacidade de nodular outros hospedeiros (Martinez et al., 1985;
Flores et al., 1987). Inicialmente, pensou-se que as maltiplas copias desses genes representassem uma
vantagem evalutiva para Rlp (Martinez ctal., 1985; Romero et al., 1988), mas depois observou-se que
as reiteragOes estio relacionadas a constante varigbilidade de diversos fendtipos de Rlp (Soberdn-
Chavez ct al., 1986; Flores et al., 1988).

Os estudos das diferengas entre os Tipos I e II de Rlp levaram Pinero et al. (1988) a concluir
que a inclusio de todos os isolados, capazes de nodular o feijoeiro, em uma nica espécie ou biovar &
uma irrealidade genética, podendo acarretar erros de taxonontia. Os autores sugeriram ainda uma
classificagio baseada em caracteristicas genotipicas, € nio fenotipicas. Em 1991, Martinez-Romero
et al. apresentaram os resultados de laboriosos estudos que culminaram na separagdo dos isolados do
Tipo Il em uma nova espécie, R. tropici (Rt), definindo assim um novo microsimbionte do feijoeiro
com a capacidade de nodular, também, a Leucaena, Com essa divisdo, todos os 1solados capazes de
nodular a Leucaena e o fefjoeiro, e que ndo apresentam reiterages génicas, passaram a ser classifica-
dos como Rt, enquanto aqueles que nodulam cxclusivamente o feijoeiro e apresentam reiteragdes
foram classificados como Rlp.

Recentemente, os Rlp foram novamente subdivididos, dando origem a espécie R. efli (Re;
Segovia et al,, 1993), que agrupa os rizébios que nodulam exclusivamente o feijoeiro e que foram
isolados dos solos do México e das Américas Central e do Sul. Os rizdbios que nodulam apenas o
feijoeiro e que foram isclados dos solos da Europa e América do Norte continuam pertencendo
espécie Rlp. Em pouce tempo, portanto, o feijoeiro deixou de ser uma leguminosa de nodulagio
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especifica e se tornou uma das leguminosas de nodulagio mais promiscua, ¢ que hoje € confirmado
por saber-se que rizdbios isolados de diversas outras leguminosas sdo capazes de induzir a tormagido
de ndduloes eficientes ou ineficientes no feijoeire (Eardly et al., 1985; Martinez et al., 1985; Bromfield
& Barran, 1990; Hungria etal,, 1993; Laguerre et al., 1993). As principais caracteristicas de cada uma
das espécies sdo apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Principais caracteristicas das espécies de Rhizobium definidas como microsimbiontes
do feijoeiro comum.

Espécie de Origem Hospedeiros Caracteristicas
Rhizobium Ecolagicas
R. 1 bv. phaseoli Europa e parte do Feijdo Reiteracdes dos genes nif,
hemisfério norte perdas de eficiéncia;
sensivel a estresses
ambientais.
R. etli México e centros Feijdo Como Rlp.
de origem do feijfo
R. tropici Solos tropicals Fejjdo Sem reitcragdes; toleréncia
Leucaena a temperatura e acidez
elevadas; geneticamente
estavel.

3.2.2. Eficiéncia simbidtica

Por muito tempo diversos pesquisadores relataram problemas de instabilidade na cficiéncia
nodular das estirpes de rizobios utilizadas na inoculagio do feijoeiro (Flores et al., 1988). Nesse
periodoc quase todos os trabalhos eram realizados com estirpes obtidas do exterior, ja que ndo havia
disponibilidade de muites isolados locals com cficiéneia comprovada. Hoje sabemos que a majoria
dessas estirpes eram de Rlp e/ou Re, sujeitas portanto a um elevado grau de instabilidade genética
(Soberdn-Chavez et al., 1986; Flores et al., 1988), o que pode explicar, pelo menos em parte, a grande
variabilidade na nodulagio e fixago de nitrog€nio pelas estirpes controle, Em varios experimentos
realizados no laboratério de microbiologia do Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao (CNPAF),
da EMBRAPA, as estirpes recomendadas para o fetjoeiro foram empregadas como controle nos testes
para avaliagdo ¢ selegdo de isolados locais eficientes. Como na maioria dos putros casos, constatou-se
variabilidade nesses pardmetros ao longo dos experimentos (Tabela 3.2), dificultando a comparagio e
selecdo dos isolados om teste pela auséneia de estirpes-referéncia confidveis.

O 1noculante comercial para o feijoeiro no Brasil, hoje, é composto por duas cstirpes,
- SEMIA4077 (CLATE99, Rt), provenientc da Colémbia, e SEMIA4064 (UMRI1135, Rlp), proveniente
de Minnesota, Estados Unidos. Esta altima tem mostrado perda da capacidade de nodular ¢ da efici-
éncia em nivel de campo, e diversos pesquisadores tém sugerido sua eliminagdo do inoculante, ¢ sua
substituigdo por uma ou mais novas estirpes, mas de Rt, j4 que sua maior estabilidade penética, asso-
ciada a suas outras caracteristicas favoraveis (Tabela 3.1), apontam o seu potencial para sucesso na
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inoculagdo do feijoeiro, em condigdes tropicais (Hungria et al., 1993). Os programas atuais para
avaliagio e selegfo de estirpes buscam, portanto, isolados de Rt com alta eficiéncia na nodulagio e
fixagdo de mitrogénio em associagdo com o feijoeiro.

Tabela 3.2. Nitrogénio total fixado por diferentes estirpes de Rhizobium spp., recomendadas para a
inoculagfo do feijoeiro, em associagio com plantas de feijdo (cv. Negro Argel), cresci-
das em vasos de Leonard, no CNPAF.

N total fixado (mg. pl ")

Estirpe
abr/82 jun/82 out/82 jan/83 dez/83 dez/84 jan./85 maio/85

SEMIA476 74 4 88 NT* NT NT NT NT
SEMIA487 9i 67 58 NT NT NT NT NT
SEMIA491 52 7 39 NT NT NT NT NT
SEMIA492 111 28 126 63 127 13 23 218
SEMIA4002 99 89 127 59 160 NT NT NT
SEMIA4021 87 106 114 NT NT NT NT NT
SEMIA4026 110 69 4] NT NT NT NT NT

* NT = nio lestada,

Uma das caracteristicas que conferem maior eficiéncia simbidtica a certos rizobios € a capaci-
dade de reciclar, através do sistema “uptake hydrogenase” (Hup; Schubert & Evans, 1976), o hidrogé-
nio evoluido durante a fixagdo de nitrogénio. Esse sistema oxida o hidrogénio produzido € os elétrons
recuperados pela reagiio sio devolvidos a cadeia de transporte, conservando energia (Emerich et al.,
1979). Essa conservagéo de energia pode proporcionar um aumento na eficiéncia da fixagio de nitro-
génio (Evans et al., 1985). Apesar de hd alguns anos Piha & Munns (1987) terem sugerido que se
buscassem rizdbios capazes de reciclar hidrogénio para inocular o feijoeiro, s6 recentemente foi reali-
zado um trabalho em que se identificaram combinagdes entre gendtipos de feijoeiro e rizobios que
expressam a caracteristica Hup (Navarro et al., 1993). Esses autores, entretanto, observaram um efeito
significativo da variedade de feijdo na atividade Hup, sugerindo que a planta exerce controle sobre a
expressio dessa caracteristica bacteriana, o que pode levar a diferentes niveis de eficiéncia simbiodtica,
dependendo da combinagdo estirpe x variedade. Esse tipo de controle foi observado também em
ervilha (Dixon, 1972), soja (Gibson et al., 1981) e caupi {(van Berkun, 1990). Finalmente, em trabalho
recente, van Berkun et al. (1994) demonstraram que o sistema Hup € uma caracteristica marcante de
Rt, sendo encontrada com baixa freqiiéncia em Rlp e Re. Isto reforga a necessidade de se buscarem
melhores estirpes de Rt para emprego em inoculantes, ¢ de testes dessas estirpes, a nivel nacional, em
combinagio com as diferentes variedades de feyydo cultivadas.
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3.2.3. Persisténcia no solo

Um dos conceitcs mais antigos em rizobiologia, especialmente no que se refere as caracteris-
ticas das bactérias inoculadas, € que estas devem ter a habilidade de colonizar o solo e sobreviver ali,
na auséneia do hospedeiro, até a estacdo de plantio seguinte. Entretanto, para que isso acontega, €
necessarto que as bactérias do inoculante tenham uma alta competéncia saprofitica para competir (por
nutrientes) ndo apenas com a microftora do solo (microrganismos néo-simbidticos), mas também com
os rizobios preestabelecidos no solo {que competem por recursos limitados com o inoculante, por
exemplo, o numero de sitios infectiveis nas raizes), Na maioria dos solos onde se cultiva o feijoeiro
existe uma populaciio naturalizada de rizébios capazes de nodular a cultura, como demonstraram
diversos levantamentos de nodulagdo espontdnea. Por exemplo, em 1982, foi realizada pela equipe do
CNPAF urna viagem as regides produtoras de feijao no Estado de Goids, com o objetivo de coletarem-
se amostras de ndédulos para o isolamento de estirpes nativas. Nessa coleta foram encontrados nédu-
los, em maior ou meéndr quantidade, em todos os locats visitados, obtendo-se uma colegdo de 490
isolados (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Numero de isolados de Rhizobium spp., isolados de nodulos espontaneos de feijoeiro,
coletados em diferentes localidades nas regides produtoras de feijdo no Estado de Gotas,

1982,
Localidade Numero de Isolados
Anicuns 40
Carmo do Rio Verde 45
Caturai 40
Ceres | 14
Firminopolis 39
Goias 30
Inhumas 49
Itaberai , 39
Itapuranga 71
Ttaugt 48
Jaragua 34
Nazario _ _ 10
Uruana 31
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Recentemente, observou-se nodulagio espontinea abundante em plantas de feijdo da cultivar
Diamante Negro (grupo comercial preto), em Goids, em um campo que fora pastagem por 40 anos
antes da introdugio do feijio, e na cultivar Aporé (grupo comercial carioca), em drea de produgdo de
feijdo sob irrigagdo onde nunca foi feita a inoculagdo. Isto confirma a baixa especificidade do feijoeiro,
em relagio as exigéneias quanto ao seu microsimbionte, e demonstra as dificuldades que o inoculante
tem que enfrentar ao ser introduzido no solo, sugerindo que a resposta a inoculagio podera também
depender do histérico de cultivo da area plantada.

Os rizdbios que nodulam o feijoeiro podem ter seus genes de nodulagio induzidos por diversos
flavondides liberados pelas sementes e raizes de feijao (Hungria et al., 1992). Ndo se pode descartar,
portanto, a possibilidade dessa indugio ocorrer por compostos liberados por outras leguminosas pre-
sentes na area de cultivo, na auséncia do feijoeiro, ampliando sua gama de hospedeiros alternativos e
oferecendo uma vantagem para o estabelecimento e permanéncia no solo das estirpes inoculadas.
Entretanto, isso pode representar um problema no futuro, no evento da pesquisa criar novos inoculantes
a serem introduzidos no solo, pois eles terdo que competir com agueles previamente estabelecidos.
Talvez a alternativa seja a obtengo de bactérias competitivas (para que consigam beneficiar a cultura
quando introduzidas), mas que sejam especificas para o fejjoeiro de modo que ndo sebrevivamno selo
de uma estacio de plantio para outra. A dnica exigéneia seria a reinoculagdo a cada plantio.

3.2.4. Competitividade nodular

A nutrigdo nitrogenada das culturas que dependem do nitrogénio fixado esta diretamente rela-
cionada a eficiéncia das bactérias que ocupam os nédulos. Nem sempre os rizébios naturalizados sdo
os mais eficientes na fixacfo de nitrogénio (Baldwin & Fred, 1929; Dunham & Baldwin, 1931), con-
tribuindo muito pouco ou nada para a nuirigdo nitrogenada do feijoeiro. A alternativa, entdo, é a
inoculagic das sementes com estirpes mais eficientes (Baldwin & Fred, 1929). Porém, nesses casos,
ainoculagfo das sementes com rizébios mais eficientes s6 trard beneficios para a cultura se o inoculante
for composto por rizébios mais competitivos (Nicol & Thornton, 1941). Esse conceito foi proposto ha
mais de 50 anos, porém, infelizmente, ainda pouco se conhece sobre os mecanismos que conferem
maior competitividade a certas estirpes.

Define-se competitividade nodular como a relagio entre a representagio numérica de uma
determinada estirpe de RAizobium no indculo, e sua representacio numérica nos nddulos do hospedei-
ro. Uma estirpe & considerada competitiva quando, representando menos de 50% do indculo, locupa
mais de 50% dos nédulos do hospedeiro. Entretanto, a ocupagfo nodular ¢ uma medida indireta da
competitividade de uma estirpe, pois pode ser alterada em conseqiiéncia da dose de indculo. Em solos
com populagio estabelecida de rizobios especificos para uma determinada cultura, a inoculagdo em..
massa pode resultar em melhor ocupagiio nodular pelo inoculante, como demonstrado para soja (Duni gah
et al., 1984; Weaver & Frederick, 1974) e trevo (Martensson, 1990). Nesses casos, foi necessario
empregar uma dose de inoculagio (por semente) mil vezes maior que a populagdo do sola, mas nem
sempre esse procedimento funciona (Meade et al., 1985).

Os exemplos citados ilustram a complexidade de se obterem respostas & inoculagdo em solos
com popula¢io estabelecida. O grupo NifTAL, no Havai, computou resultados de experimentos de
inoculagio de leguminosas, realizados em diversos anos e em diversas localidades naquele Estado,
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com o objetivo de se estabelecerem modelos matematicos que permitissem predizer a resposta de uma
leguminosa & inoculagdo levando em consideragdo a populagdo do solo (Thies et al., 1991a, b). De
acordo com os dados, a resposta das leguminosas a inoculagfo variou com o local € a espécie. A
inoculagdo resuitou em aumento significative da produtividade do feijoeiro em apenas 50% das vezes,
principalmente em solos com baixa populagio de rizobios especificos (<100 . g™ solo) para a cultura
(Thies et al., 1991a). Em trabalho subseqiiente, os autores observaram que, na auséncia de rizdbios
naturalizados no solo, a magnitude da resposta 4 inoculagio & diretamente proporcional & disponibili-
dade de N neo solo, e desenvolveram um modelo matemético para prever a resposta a inoculagio,
levando em conta a populagio nativa de rizébios e o N do solo (Thies et al., 1991b}).

Como dito anteriormente, é muito dificil encontrarem-se plantas de feijdo sem nodulos. Além
disso, o carater de promiscuidade nodular do feijeeiro € mais uma barreira a ser transposta para que a
inoculagio tenha sucesso. E preciso, portanto, que num primeiro passo na busca de inoculantes mais
eficientes, seja feito um levantamento qualitativo e quantitativo da populagdo naturalizada de rizobios;
& preciso que se conhega bem o “inimigo” para elaborar a melhor estratégia numa batalha. Os resul-
tados conhecidos, por exemplo, ndo deixam claro se Rt € infrinsecamente mais ou menos competitivo
que Rlp/Re, pois séo contraditérios (Martinez-Romero & Rosenblueth, 1990; Streit etal., 1992; Straliotto
etal., 1992). A competitividade relativa entre Rt € Rlp/Re pode, também, ser alterada de acordo com
as condigdes do solo (Wolff et al., 1991). A maioria dos levantamentos indica que 90% da populagéio
dos solos onde o feijoeiro € cultivado & composta por Rip ou Re (Martinez et al., 1985, 1988; N.M.H.S4,
comunicagéo pessoal), mas ainda faltam dados sobre levantamentos de nddulos provenientes de plan-
tas cultivadas em solos onde nunca houvera feijdo. Provavelmente serdo necessérias estratégias dife-
Tentes caso a inoculagdo vd ser feita em um solo onde predomina Rt ou Rlp/Re.

3.2.5. Tolerancia a estresses

O feyjoeiro nodulado € extremamente sensivel a estresses, tais como alta temperatura e baixo
pH do solo, associado ou niic a niveis téxicos de AI** (Piha & Munns, 1987). Uma das alternativas
para se buscar melhor resposta & inoculagio nessas condigBes seria, portanto, a inoculagio com estir-
pes tolerantes a alta temperatura e/ou acidez do solo, de acordo com cada situagdo. Em um trabalho
preliminar, Hungria & Franco (1993} ndo encontraram nenhuma estirpe de Rlp que mantivesse a
fixagdo de nitrogénio ativa a 35°C ou 38°C. Em contrapartida, Cunha & Franco {1988) haviam obser-
vado que as arvores Lewcaena lewicocephala € Prosopis juliflora, inoculadas com estirpes tolerantes a
alta temperatura, mantinham uma fixagio ativa a 35°C e 38°C. Sabendo que certas estirpes, isoladas
dessas e outras drvores, sdo capazes de nodular e fixar nitrogénio em associagdo com o feijoeiro,
Hungria et al. (1993) observaram fixagéo de nitrogénic a 40°C, sob condigdes controladas, pelo feijoeiro
inoculado com estirpes de Rt, sugerindo que essas estirpes t&m potencial para melhorar a resposta 4
inoculagdo em é4reas tropicais sujeitas a temperaturas elevadas, como observado por Karanja & Wood
(1988a) e Sa et al, (1993).

Os efeitos da acidez do solo sdo notados tanto sobre a planta quanto sobre seus simbiontes.
Em solos dcidos, a sobrevivéncia dos rizobios é comprometida, ¢ que acarreta redugéc na nodulagzo.
Ha resultados na literatura que demonstram que algumas estirpes de Rt s3o resistentes 4 agdo da
acidez ¢ do aluminio (Cunningham & Munns, 1984; Graham et al., 1982; Karanja & Wood, 1988b;,
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Vargas & Graham, 1988), tendo sido mais competitivas na nodulago do feijoeiro cultivado sob condi-
¢Bes de acidez elevada (Ramos et al., 1987; Vargas & Graham, 1989; Wolff et al., 1993). Esses resul-
tados reforgam a potencialidade da inoculagio do feijoeiro com estirpes de Rt nos solos tropicais, ©
justificam a busca dessas cstirpes para a composi¢do do inoculante comercial.

Além dos cfeitos nocivos da temperatura e acidez elevadas, os rizobios inoculados estdo sujei-
tos a outros tipos de estresse, como defici8neia hidrica e salinidade do solo, e a estresses bidticos
como, por exemplo, a presenga, no solo, de antibidticos ou outras substincias toéxicas produzidas por
membros da microflora do solo. Em relagéo a salinidade, Santos et al. (1990) observaram resposta a
inoculagao do caupi (Vigna unguiculata) com estirpes de Bradyrhizobium sp. previamente selecionadas
como tolerantes a alto nivel de salinizagdo. Bssas observages sugerem que a inoculagdo ¢ vidvel, e as
respostas positivas, quando sc empregam as plantas e bactérias apropriadas para cada condigdo. O
papel mais importante da pesquisa ¢ identificar essas combinagdes.

3.3. A Planta Hospedeira

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) teve origem no continente americano, tendo sido
levado ao Velho Mundo como planta ornamental apds o descobrimento da América (Zimmermann &
Teixeira, 1988). Dois centros de origem/domesticagio foram definidos para o feijoeiro comum, numna
Mesoameérica & outre na zona Andina (para revisdes veja Gepts, 1988; Debouck & Tohme, 1989). Os
materiais originados desses centros apresentam variagdes cm caracteres morfoldgicos como tamanho
da semente, idadc de floragfo, hébitos de crescimento, em marcadores moleculares como a faseclina,
1soenzimas ¢ DNA mitocondrial, e na efetividade da simbiose com o Rhizobium (Kipe-Nolt et al,,
1992). A posigiio sistemdtica do género Phaseolus, conforme Vilhordo et al. (1988) ¢ apresentada a
seguir.

Divisdo: Angiospermae

Classe: Dicatyledoneae
Subclasse: Archichlamydae
Ordem: Rosales

Subordem: Leguminosineae
Familia: Leguminosae (Fabaceae)
Subfamilia: Fahoideae

Tribo: Phaseoleae

Subtribo: Phaseolineae

Género: Phaseolus

O género Phaseolis compreende mais de 100 espécies dipldlides (2n = 22), mas apenas quatro
delas, P vulgaris L., P coccineus 1., P acutifolius Gray var, latifolius Freem e P lunatus var. funatus,
sdo cultivadas comercialmente (Zimmermann & Teixeira, 1988). Neste capitulo € discutida a espécie
cultivada de maior tmportincia econdmica, P vulgaris L.
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3.3.1. Habitos de crescimento

O feijoeiro comum apresenta quatro tipos de planta, classificados de acordo com o hébito de

crescimento { Vilhordo et al., 1980):

Tipo1 - crescimento determinado, porte arbustivo, com ramificagio ereta, fechada;

Tipo Il - crescimento indeterminado, porte semi-arbustivo, com ramificagdo ereta, fechada,;
Tipo III - crescimento indeterminado, porte semi-arbustivo, com ramificacdo aberta;

Tipo IV - crescimento indeterminado, porte prostrado ou trepador.

A duragdo do ciclo da cultura varia com o habito de crescimento, tendo as cultivares do Tipo |
o ciclo mais curto, cerca de 60 a 70 dias do plantio & colheita (cultivares precoces) e as do Tipo IV o
ciclo mais longo, com mais de 100 dias do plantio 4 colheita (cultivares tardias). As cultivares dos
Tipos II ¢ IIT apresentam ciclos intermedidrios, durando cerca de 80 a 100 dias do plantio & colheita, de
acordo com a cultivar e com as condigdes ambientais.

Graham & Halliday (1977), Graham & Rosas (1977) e Graham {1978) demonstraram diferen-
¢as entre cultivares na habilidade de fixar nitrogénio no campo; nesses estudos, 0s autores observaram
que as cultivares trepadoras (Tipo TV) eram consistentemente superiores as demais na nodulagdo e
fixagdo de nitrogénio, enguanto as do Tipo I eram consistentemente inferiores (Tabela 3.4 e Figura
3.1). Variabilidade genotipica também foi demonsirada por Westerman & Kolar (1978) ¢ Pereira et al.
(1984), que sugeriram que tal variabilidade poderia servir de base para o melhoramento genético dessa
caracteristica no feijoeiro.

Tabela 3.4. Pardmetros da fixagdo de nitrogénio em oito cultivares de feijoeiro comum, com diferen-
tes habitos de crescimento, quando cultivadas no campo. Adaptada de Graham (1981).

Cultivar Habito de Idade de Peso de Ativ. Red. de
Crescimento Floracio Nadulos Acetileno
(dias)* (mg. pI™)** (umol CH, . plt! . )y
P635 I 42 8,8 0,8
P536 I 41 73,4 10,0
P417 I 55 23,1 7,5
P561 i 43 69,1 8.8
P589 I 60 46,9 8.5
P498 o 50 118.,4 32,2
P717 v 48 09,3 17,4
P590 \Y 66 5456 37,7

* Tempo até que 50% das plantas apresentassem pelo menos uma {lor aberta.
** Yaolores maximaos oblidos para cada pardmetro durante o cicla,
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Figura3.1. Perfil da fixagdo denitrogénio (reducio do acetileno) ao longo do
ciclo de quatro variedades de feijfio, com diferentes habitos de
crescimento (indicado entre parénteses). Segundo Graham (1981).

Recentemente, Hardarson et al. (1993) compilaram e analisaram resultados de experimentos
realizados em todo o mundo visando a quantificagio da fixago de nitrogénio pelo feijoeiro em simbiose,
e observaram que nos diferentes experimentos o feijoeiro fixou de 35% a 70% do nitrogénio total
encontrado nas plantas (Tabela 3.5), sendo os valores mais altos obtidos quando as condigGes ambientais
eram favoraveis ao desenvolvimento da cultura. Os autores observaram ainda que, em geral, as culti-
vares com tipos mais indeterminados e trepadores fixaram mais nitrogénio que as cultivares de habito
determinado, mas que entre estas dltimas, aquelas com maturagdo ligeiramente mais tardia podem
fixar um pouco mais que as mais precoces. Esses resultados indicam que ha possibilidade de se
melhorar a fixagdo de nitrogénio pelo feijoeire através de uma selegio criteriosa € do melhoramento
genético.

Varios trabathos ja foram realizados na tentativa de se elucidaremn as causas das diferencas no
potencial de fixagdo de nitrogénio por diferentes sistemas simbidticos, e os resultados de alguns deles
podem ser aplicados ao feijoeiro. Os trabalhos de Lawrie & Wheeler (1973), Minchin & Pate (1973),
Lawn & Brun (1974), Streeter (1974), Hardy & Havelka (1976) Herridge & Pate (1977), Mahon
(1977) e Wilson et al. (1978} indicaram que a disponibilidade de carboidratos, provenientes da
fotossintese, para os nddulos, é um dos fatores mais limitantes a fixagio de nitrogénio. No fejjoeiro,
cultivares trepadoras parecem transferir mais carboidratos para ¢s nédulos que as cultivares com ou-
tros habitos de crescimento (Graham, 1981). Graham & Rosas (1977) observaram que as cultivares de
porte arbustivo, logo apds a germinagdo, absorvem N do solo mais rapidamente que as trepadoras, o
que pode reduzir o suprimento de carboidratos aos nédulos (Smalt & Leonard, 1969), diminuindo a
fixagdo de nitrogénio.
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Tabela 3.5. Variabilidade na fixag8o de nitrogénio por cultivares de feijao testadas em diversas lo-
calidades. Segundo Hardarson et al. (1993).

Localidade Ano NDAr* Fixaciio N° de cultivares
%) (kg . ha™)

Austria 1987 27-67 25-165 29
Brasil, Goidma 1987 12-25 4-12 17
Piracicaba 1987 12-25 11-53 7
Chile 1987 38-60 27-62 21
1988 27-60 25-115 12
Coldmbia 1985 32-47 18-36 9
Guatemala 1989 (Verdo) 69-73 92-125 10
1989 (Inv.) 22-57 12-50 10
Meéxico, Irapuato 1987 5-58 7-108 20
Colima 1988 (Inv.) 0-50 0-70 17
Peru 1986 (Inv.) 24-56 15-59 20
1988 (Verdo) 13-56 7-81 22

* Nitrogénio total derivado do ar pela fixagdo simbidtica.

3.3.2. Ciclo da cultura

A duragiio do ciclo da cultura e, conseqitentemente, do periodo ativo de fixagdo de nitrogénio
pode influenciar o resultado final. Por exemplo, Zapata et al. (1987a) observaram que a soja tem
fixagdo inicial limitada, com a parte mais substancial ocorrendo aos 74 dias apds o plantio; ao final do
ciclo, 50% do N na soja foi proveniente da fixagio. Ja em fava (Vicia faba), a fixagao mais expressiva
ocorreu dos 60 aos 110 dias apds o plantio, e a cultura terminou o ciclo com 75% do N proveniente da
fixagdo (Zapata etal., 1987b). Em feijdo, Franco et al. (1979) observaram que a fixagdo de nitrogénio,
medida pela redugéo do acetileno (Hardy et al., 1968) foi baixa durante as duas primeiras semanas
ap6s o plantio, com um pico na floragdo e subsequénte queda acentuada. Teoricamente, portanto,
plantas que comecem a fixar nitrogénio mais cedo e mantenham um periodo de fixagdo ativa mais
longo poderio se beneficiar com maior quantidade de N fixado incorporado nas vagens.

A eficiéncia da fixagdo de nitrogénio pelo feijoeiro pode ser afetada pela idade em que as
plantas comegam a translocar o N fixado para as vagens (Pefia-Cabriales et al., 1993), o que também
ocorre na soja e caupi {(Hungria &Neves, 1987; Neves & Hungria, 1987), que, por sua vez, depende
dos gendtipos da planta e da bactéria. As vagens em desenvolvimento podem competir por produtos
da fotossintese e reduzir o crescimento nodular ¢ a fixagdo de nitrogénio (Lawn & Brun, 1974). Entre-
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tanto, Hansen ct al. (1993a) cbscrvaram que a remogio dos frutos em formagdo, de plantas de feijdo,
a partir dos 37 dias ap6s o plantio, estimulou a respiragiio nodular e ndo afetou a eficiéncia dos nodu-
1os, sugerindo que a atividade simbidtica ndo foi negativamente afetada pela competigio por carboidratos
entrc os nodulos e os frutos. Os autores concluiram ainda que a precocidade da reprodugio no ciclo do
feijoeiro ndo parece ser responsavel pela performance inadequada de fixagio de nitrogénio no campo.

Em um estudo do desenvolvimento da fixagio de nitrogénio pelo feijoeiro, Pefia-Cabriales ot
al. (1993) observaram quc a maior taxa de assimilagdo de nitrogénio ocorreu durante a fase reprodutiva,
coincidindo com o periodo em que a quantidade e a atividade dos nédulos da corea da planta decres-
ceram. Os autores sugeriram que essa contradigio poderia ser explicada pela fixagdo ocorrida nos
nodulos formados nas raizes secundérias do feijoeiro (nodulagio mais tardia), que seria essencial para
suprir a planta com N, o que foi posteriormente confirmado por Hardarson et al. (1989) ¢ Wolyn et al.
(1989).

Uma estratégia para melhorar a fixagdo de nitrogénio pele feijociro seria a extensdo do periodo
de atividade fixadora, buscando-se combinagdes de planta ¢ bactéria capazes de suportar umna nodulagio
efetiva precoce € de manter os nodulos om atividade por mais tempo. A nodulagio efetiva precoce ja
foi observada e apontada como um fator que aumenta a fixagdo de nitrogénio pelo feijociro por diver-
sos autores (Hungria & Thomas, 1987, Barradas & Hungria, 1989, Barradas et al., 1989; Chaverra &
Graham, 1992; Kipe-Nolt et al,, 1993; Kipe-Nolt & Giller, 1993). Se os ndédulos formados nas raizes
secunddrias tém papel importante na fixagio de nitrogénic pelo feijoeiro, cabe 4 pesguisa determinar
maneiras de fazer com que o inoculanie atinja essas raizes, garantindo assim que csses nddulos sejam
formados por estirpes mais eficientes que as do solo.

3.3.3. Ndmero de nédulos

Em um trabalho pioneiro, Débereiner (1966a) demonstrou que havia uma correlagao positiva
e significativa entre a quantidade de tecido nodular ativo e a quantidade de nitrogénio acumulado cm
plantas de feijdo dependentes do N fixado. Postericrmente, Wadisirisuk & Weaver (1985) observaram
a mesma correlagdo em caupl. Tissas observagdes sugerem que uma estratégia que resulie em mais
nddulos por planta pode contribuir com maior fixacdo de nitrogénio para a cultura. Recentemente,
Pereira et al. (1993) demonstraram ser possivel aplicar téenicas convencionais de melhoramento gené-
tico para obterem-se plantas de feijio com maior nodulagéio, € gue o ganho genético em niimero de
nodulos ¢ acompanhado por ganho na quantidade de nitrogénio fixado (Tabela 3.6). Os autorcs
sugerem que um dos beneficios advindos da maior suscetibilidade 4 nodulagio seria a formagio de
maior numero de nddulos nas raizes secundarias que, segundo Wolyn et al. {1989), contribuem com
uma grande propor¢do do N fixado pelo feijoeiro.

A correlagdo entre a malor nodulagdce e o aumento na fixagdo de nitrogénio pelo feijoeiro,
entretanto, ndo ¢ lincar. Hansen ct al. (1993) cbservaram que uma mutante supernodulante de feijoeiro
apresentou uma massa nodular duas vezes mator e um nimero de nédulos seis vezes maior que os
parentais. Entretanto, a fixacio denitrogénio foi quase igual, sugerindo que a supernodulagio resulta
em formagio de nodulos menores, com menor eficiénceia relativa. SAo neccssdrios estudos mais deta-
lhados das plantas com maior nimero de nodulos, no sentido de s¢ quantificar, no campo, sua fixagao
de nitrogénio ¢ a contribuigio dessa fixagdo para o aumento da produtividade da cultura,
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Tabela 3.6, Nodulagio de plantas de feijio apds trés ciclos de selegdo visando o aumento do namero
de nodulos. Segundo Pereira et al. (1993).

Ciclo/Populacio™ N°Neéd Peso Nod-mg/pl N Fixado
(% Cont )** (% Cont) (kg . ha 1)

Co

Controle (Med.pais) 102 (106) 134 (100) 43

Populagio Total 94 (92) 138 (103) ND

Indiv. Selecionados 130 (127 153 (114) ND

¢

Controle (Med. pais) 158 (100) 226 (100 ND

Populagio Total 162 (102) 269(119) ND

Indiv. Selecionados 235(149) 304 (135) 44

CZ

Controle (Med. pais) 111 (100) 151 (100) ' ND

Populagio Total 175 (158) 210 (139) ND

Indiv. Selectonados 234 (211) 242 (160) 53

% €, € & C, sdo ciclos de seleghio correspondentes 4 populaglio basal (C,) ¢ dois ciclas de remmhin;u;aes através de intercruzamentas (C, & C,).

** Porcentagem en: relagio ao controle,

3.3.4. Seletividade nodular

Alguns genétipos de soja carregam genes que lhes conferem a habilidade de restringir a
nodulagdo de suas raizes por bactérias de determinados sorogrupos encontrados nos solos {ver capitu-
fo anterior). Essa habilidade foi logo vista pelos microbiologistas como mais uma arma para solucio-
nar o problema da falta de competitividade dos moculantes, pois através de melhoramento poderia ser
possivel manipular ¢ hospedeiro de forma a alterar a especificidade na nedulagio, favorecendo a
ccupacio dos nddulos por estirpes methoradas, em solos onde predominem estirpes de sorogrupos
que sdo excinidos dos nddulos pelo hospederro (Devine & Weber, 1977; Devine & Breithaupt, 1980).

No feijoeiro ¢ em outras leguminosas, esse tipo de especificidade nido € conhecido. Entretan-
to, conhecem-se casos em que a planta exerce controle sobre a velocidade com que os nddulos sio
iniciados por determinadas estirpes, como no trevo (Jonas & Hardarson, 1879), soja (Cregan & Keyser,
1986) ¢ alfafa (Hardarson et al., 1982). Em trabatho recente, em que foram avaliados 50 gendtipos de
feijoeiros selvagens e cultivados, Kipe-Nolt et al. {1992) observaram uma tendéncia dos gendtipos de
origem Mescamericana em nodular mais rapidamente com Rlp do que com Rt. Em contrapartida,
alguns dos gendtipos de origem Andina tenderam a nodular mais rapidamente com Rt. Esses resulta-
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dos indicam a importincia do germoplasma selvagem, como fonte de caracteristicas desejéveis a
serem transferidas para as variedades coltivadas, e sugerem uma interessante linha de estudos que
merece mais atengfo, uma vez que pode oferecer uma solugo simples para um problema tdo comple-
X0,

Um outro aspecto interessante € a aparente capacidade de certas cultivares em selecionar, den-
tro da populacio de rizdbios do solo, aqueles mais cficientes na fixaglo de nitrogénio. Esse tipo de
seletividade foi observado recentemente com a cultivar de feijo Aporé. Durante dois anos, em expe-
rimentos realizados em drca de um produtor de feijdo em Jussara - GO, Pereira e colaboradores néo
observaram resposta daquela cultivar 4 inoculagio ou & adubago nitrogenada, obtendo boa produtivi-
dade (dados ndo publicados). Essa auséncia de resposta & adubagdo nitrogenada ¢ & moculagio pelo
feijoeiro pode refletir uma de duas possibilidades: a) o solo € rico em nitrogénio, ou b) os rizébios
nativos séo eficientes o suficiente para promover a produtividade da cultura.

Na tentativa de elucidar essa situagio foi conduzido naquela propriedade um experimento que
incluiu uma linhagem ndo-nodulante de feyjoeiro como testemunha (Araujo, dados ndo publicados).
Se o solo fosse rico em mitrogénio, a linhagem ndo-nodulante nao deveria responder a adubagio
nitrogenada, ao passo que se o solo fosse rico em rizdbios eficientes deveria haver resposta a aduba-
¢io. Naquelas condigOes, a cultivar Aporé ndo respondeu 2 adubagio ou a inoculagdo, enguanto a
linhagem ndo-nodulante apresentou resposta linear i adubagio nitrogenada (Tabela 3.7). Esses dados
sugerem gue ha possibilidade de se obterem boas produtividades com a fixagdo de nitrogénio, desde
que se utilizem varicdades apropriadas, cultivadas nas condigdes adequadas. A capacidade das culti-
varcs atualmente recomendadas para cultiva em nodular com os rizébios do solo merece estudos.

Tabela 3.7. Produtividade do feijoeiro irmgado em resposta a adubagfo nitrogenada em um solo
arerioso em Jussara-GO, 1993,

Adubacfio® Produtividade (kg. ha™')**

Linhagem Variedade
e NORHSA™™  _ __fwe
PK 902 b 2157
NPK 1314 ab 2008
NPK +N 1578 a 2258

¥ PR = R0 hp de PO, it ¢ 60 kg de K0 . ba%y NPK = PR + 30 kg de N . Ia® no plantio; NPK ~ N = NFK 1 30 kg de N . Lat em cobiertura.
** Nimeres segiiidos peln mesta letra, na mesma eolung, sia sipnificativiments ilerantes de avordo com o testz de Tukey (o = 0,053,

*x¥ Linhagem nio-nodulante de feijio.
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3.3.5. Nodulagio na presenca de N no solo

Os efeitos negativos do nitrogénio combinado sobre o mimero ¢ o tamanho dos nddulos de
leguminosas sdo conhecidos hd muitos anos (Fred & Graul, 1916; Strowd, 1920}, sendo posteriormen-
te observados efeitos negativos sobre a massa e a atividade do tecido nodular, sugerindo multiplos
efeitos sobre os sistemas simbiéticos (Streeter, 1988). Uma forma de aliviar esse problema é o conhe-
cimento dos mecanismos que causam efeitos negativos, com a conseqiiente busca de maneiras para
sani-los. Uma outra alternativa & a busca de gendtipos de plantas € bactérias que tolerem a presenca
do nitrogénio combinado, estabelecendo uma simbiose funcional.

Em um screening de gendtipos de soja, Herridge & Betts (1988) encontraram alguns que fo-
ram capazes de nodular e fixar nitrogénio quando cultivados em solo rico em N. Os autores sugeriram
que esses genotipos representavam boas fontes de caracteristicas desejdveis a serem introduzidas atra-
vés de programas de melhoramento. Recentemente, Francisco Jr. & Akao (1993) observaram que a
habilidade da soja nodular na presenca de N € regulada pela parte aérea da planta, por um mecanismo
que também afeta a resposta autoreguladora da nodulagdio. A alteragiio nesses mecanismos da origem
a plantas mutantes supernodulantes, capazes de suprir uma possivel inibigfio da fixagdo de nitrogénio
pelo N combinado com a produgdio de mator massa nodular,

Em estudos sobre o microsimbionte da alfafa, R. meliloti, Dusha et al. (1989) observaram que
os genes hgados a iniciagdo da nodulagio, nod4BC, tém sua expressio regulada pela presenca de N, e
obtiveram mutantes capazes de nodular a alfafa na presenga de amdnia. O mesmo tipo de regulagem
fo1 sugerido para Bradyrhizobium japonicum por Wang & Stacey (1990). Nelson {1983) observou
diferengas entre estirpes de R. leguminosarum bv. viciae no grau de inibigio da atividade da nitrogenase
na presenga de N combinado, sugerindo a possibilidade de se aumentar a fixagdo de nitrogénio em
ervilha pela sele¢do de rizdbios tolerantes ao nifrogénio.

Em feijdo, entretanto, nio se conhecem mutantes supernodulantes ou mesmo indicagdes preci-
sas de que algum gendtipo de planta ou estirpe seja capaz de nodular normalmente na presenga de N
no solo. Os relatos de efeitos do N combinado na simbiose do feijoeiro sdo contraditérios. France &
Débereiner (1968), por exemplo, observaram que a aplicagdio de uma dose equivalente a 20 kg de N .
ha™! proporcionou um aumento substancial na nodulagio, enquanto Trinchant & Rigaud (1984) de-
monstraram que a aplicagio de N - nitrato na concentragdo de 3,5 mM causou uma redugio ne forne-
cimento de poder redutor para a dinitrogenase, contribuindo para uma redugio na fixagio de nitrogé-
nio. Mais recentemente, Silva et al. (1993} observaram que a aplicagdo foliar de nitrogénio para o
feljoeiro inoculado foi menos supressiva que a aplicagdo ao solo, e obtiveram aumento significativo
na nodulagio ¢ atividade da nitrogenase com esse tratamento. Os autores sugetiram que deve haver
possibilidade de se aumentar a fixagdo de nitrogénio pelo fejjoeiro com a aplicagio de “doses home-
opatica™ de nitrogénio por via fohar.

Esses dados coincidem com algurnas observagdes empiricas da nodulagéo esponténea da cul-
tivar Aporé, em drea de cultivo sob irrigagio com pivd central, em Jussara - GO. Nessa propriedade
nio foi feita a inooula¢io das sementes e o feijio foi plantado com uma adubacio de 600 kg . ha™' da
formula 4-30-16 (equivalente a cerca de 24 kg de N . ha™!) e recebeu adubagdes foliares semanais
(cerca de oito) com 10 kg de N . ha™! (uréia). Foi encontrada nodulagio abundante ¢ efetiva (nédulos
com coloragdo interna vermelha) em todas as 100 plantas coletadas ao acaso dentro do pivd (dados



106

néo publicados), sugerindo a possibilidade de se estar trabalhando com uma variedade de feijdo capaz
de suportar nodulagio ¢ fixagdo de nitrogénio satisfatorias na presenga de N combinado. Mais estu-
dos s&0 necessdrios para que essas situagdes possam ser elucidadas.

Finalmente, fol observado por Sanjuan & Olivares (1989) que um dos plasmidios da estirpe
GR4 de R. meliloti (Rm) carrega uma sequéncia de DNA denominada #/e (rodule formation efficiency),
cuja expressdo esta sob controle da expressio da repido nif4 (ligada a sintese da dinitrogenase - ver
capitulo anterior) que, por sua vez, é regulada pela concentragido de N no meio. A expressdo de nfe
aumenta a competitividade nodular da estirpc GR4. Apesar de ndo ter sido encontrada em outras
estirpes de Rm, essa regifio genética oferece uma fascinante idéia para a manipulagfo da competitividade
de outras estirpes de Rhizobium. Por cxemplo, bactérias que contenham a regifio nfe e que sejam
capazes de nodular e fixar nitrogénio normalmente na presenga de N combinado, poderio ter vanta-
gens competitivas sobre os rizobios do solo, permitindo resposta a inoculagio em solos com popula-
¢lo estabelecida. Essa linha de pesquisa merece mais atengao.

3.4. Fatores Externos que Afetam a Simbiose Rhizobinm x Feijoeiro

Em termos agricolas, ndo basta que haja disponibilidade das melhores varicdades de uma
determinada cultura para garantir a produtividade; ¢ necessario que se proporcionem as culturas as
condigdes de cultivo adequadas, de acordo com recomendagBes técnicas, para se atingir o potencial de
produtividade em cada caso. O feijoeiro nedulado, como todas as culturas, requer condigdes ideais de
umidade, fertilidade e preparo do solo, temperatura e controle de pragas e doengas para que a produ-
¢do seja satisfatdria. SAo apresentadas a seguir informagdes sobre alguns aspectos agrondmicos rele-
vantes.

3.4.1. Preparo ¢ fertilidade do solo

As exigéneias nutricionais das plantas noduladas sio maiores que as daquelas que recebem N
mineral, pois hd necessidade de manter nfo apenas a planta ¢ o rizébio, mas também de atender a
requerimentos especificos do sistema simbiotico, O feijoeiro sempre foi caracterizado como cultura
dc subsisténcia, sendo cultivado em pequenas propriedades ¢ nas arcas de solos mais férteis dessas
propricdades (Moraes, 1988). Entretanto, a necessidade de aumentar a produgdo de alimentos € a
garantia de um mercado consumidor t&ém animado produtores a expandir a drca cultivada, inclusive
com o investimento de capital em preparo e corregdo do solo, mecanizagio ¢ irrigagdo complementar.
Iissas praticas ja sfio uma meia garantia de aumento na produtividade do feijoeiro, principalmente se
associadas ao plantio de cultivares modernas ¢ mais produtivas.

Em relagio ao preparo do solo, todas as culturas sofrem redugio no crescimento do sistema
radicular em decorréncia de compactagio das camadas subsuperficiais do solo. A formagio dessa
camada ocorre principalmente em solos de textura pesada, devido ao excesso de mecanizagiio, sendo
as gradagens grandes responsavels pela formagio do chamado “pé-de-grade”. O sistema radicular
truncado pelo pe-de-grade representa menor area para ser nodulada, além de sujeitar a planta a estresses
como deficiéneia hidrica e desnutrigio, uma vez que as rafzes, que se concentram nas camadas mais
superficiais do solo, ndo conseguem buscar dgua e nutrientes suficientes, O plantio direto oun cultivo
minimo ¢ uma alternativa para se reduzirem os problemas fisicos do sclo, e tem sido testade com
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relativo sucesso na cultura do feijdo. Entretanto, faltam resultados concretos de trabalhos de pesquisa
para que essa pratica se torne uma recomendagido para a cultura.

A adubagio recomendada para a cultura do feijao no Brasil pode ser generalizada em cerca de
250 kg de uma férmula do tipo 4-30-16 por hectare, adicionada de zinco, principaimente nos solos de
cerrado, € de outros micronutrientes de acordo com as necessidades detectadas pela analise do solo. A
adubagio nitrogenada recomendada para o feijoeiro ¢, em média, de 60 kg de N . ha™', sendo normal
a aplicagio de metade da dose no plantio e a outra metade em cobertura, dividida ou ndo em duas ou
mais parcelas. A resposta da cultura a essa adubagio vai depender da cultivar plantada. Em diversos
experimentos recentes, por exemplo, constatou-se que a cultivar Apor¢ nédo parece responder a aduba-
¢Ao nitrogenada ou, se responde, o incremento na produgio em relagiio as plantas noduladas por estir-
pes nativas ou pelo inoculante é questionavel, muitas vezes nd3o compensando a adubagdo (Tabela
3.8.). Por essarazio, tem-se recomendado que seja eliminada a adubagio nitrogenada no plantio em
favor da inoculagio das sementes, fazendo-se uma adubagio de cobertura durante a fase vegetativa
(Figura 3.2), caso a cultura apresente sintomas de deficiéncia de nitrogénio. No caso de adubos
formulados, ja contendo nitrogénio, os estudos preliminares indicam que essa dose de N ndo € alta o
suficiente para inibir a formagio dos nédulos, mas ha necessidade de mais estudos para confirmar tais
resultados,

Tabela 3.8. Produtividade da cultivar de feijio Aporé, em ensaios em rede realizados no Estado de
Goias, plantio da seca, 1993.

Localidade Produtividade (kg . ha™')*

S/ Inoculagio C/ Inoculagio NPK**
Pirenopohs 2181 2136 2154
Goianira 2094 2113 2252

*  Medias de qualro repeligbes,
*+ Adubagfio com 30 kg de N . ha no plantio + 30 kg de N . Dha' em cobertura.

Os solos tropicais sdo conhecidamente pobres em fosforo. Por isso, a adubagdo fosfatada no
plantio ¢ fundamental para a produtividade do feijoeiro. Quanto ao feijoeiro inoculado, a recomenda-
¢d0 ndo ¢ diferente, ja tendo sido apontado por varios autores que em experimentos onde s¢ pretende
estudar o desempenho de leguminosas inoculadas € imprescindivel que a cultura disponha de niveis
adequados de todos os nutrientes (Cassman et al., 1981; Franga et al,, 1973; Gates & Wilson, 1974,
Hernandez & Focht, 1985; Lynd & Ansman, 1989, 1990). Em trabalho recente, Tsai et al. (1993)
observaram que a nodulagiio e a fixacio de nitrogénio pelo feijoeiro respondeu positivamente ao au-
mento nes niveis de P, K e S do solo, e que quando o feijoeire recebeu um balango adequado de
nutrientes, ndo houve inibigio, mas sim um efeito sinergistico da adubacfio nitrogenada sobre a
nodulagdo e fixagio do nitrogénio.
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Figura 3.2, Produtividade do feijoeiro inoculado, resultante da realizagio de adubacgio nitrogenada
em cobertura, em diferentes fases do ciclo da cultura.

Em relag@o aos micronutrientes, o molibdénio tem papel vital na fixagio de nitrogénio pelos
rizdbios e na assimilacio do nitrato absorvido do solo pela cultura (Marschner, 1986). A maioria dos
solos disp@e de teores adequados de molibdénic, porém as interagdes do elemento com a acidez do
solo muitas vezes o tornam indisponivel ao feijoeiro. Recente trabalho realizado em Minas Gerais
(Vieira et al., 1992) demonstrou que a aplicagiio foliar de 20 g de Mo . ha™! resultou em aumentos
significativos da produtividade do feijoeiro inoculado, substituindo parcial ou completamente a adu-
bagfo nitrogenada nas condigBes do ensato. Entretanto, esses resultados nfo podem ser generaliza-
dos, pois as respostas vao depender das condigfes de cada local de cultive. Com efeito, em ensaios em
rede nacional para verificar a resposta da cultura & adubagdo foliar com molibdénio, somente em
Vigosa (MG) e no Espirito Santo tém sido observadas respostas positivas (dados nio publicados).
Mais estudos s@o necessarios antes que se possa recomendar essa pratica para a cultura,

3.4.2. Aeidez do solo

0 feijoeiro, por ser uma planta sensivel a acidez do solo, ndo cresce nem produz bem em solos
acidos (Moraes, 1988). Este tipo de solo, além das deficiéncias em Ca e Mg, pode apresentar outros
problemas, como niveis altos de aluminio e mangands. As informagdes a respeito da tolerincia do
feijoeiro a acidez sfio relativamente escassas. Hd relatos que o pH 6timo para o crescimento da planta
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situa-se entre 5,5 ¢ 6,7 (Malavolta, 1976; Munns & Fox, 1976), e que o feijociro ¢ intolerante a niveis
de Al trocdvel acima de 3 ppm (Ruschel et al., 1968; Abruna et al., 1975). Entretanto, existem diferen-
¢as entre cultivares de feijoeiro quanto a tolerfincia ao Al (Foy et al., 1967; Spain et al., 1975; Miranda
& Lobato, 1978), e entre os rizébios quanto a tolerdneia ao pH, ao Al ¢ ao Mn (Graham & Parker,
1964; Débereiner, 1966; Graham ¢t al., 1982; Cunningham & Munns, 1984; Karanja & Wood, 1988a,
b; Vargas & Graham, 1988),

Dados de levantamentos de nodulagéo espontdnea em feijoeiros cultivados no Estado de Goias
demonstram que a nodulagio & mais abundante quando as plantas sdo crescidas em pH mais proximo
da neutralidade (Figura 3.3). Essas observacdes sugerem que o pH do solo afeta a quantidade de
rizébios disponiveis para nodular a planta hospedeira, o que pode ter implicagdes na competitividade
do Inoculante, como demonstrado por Wolff et al, {1993).

A calagem reduz os cfeitos da acidez e das toxicidades de Al ¢ Mn sobre a nodulagdo do
feijoeiro {Ddbereiner, 1966b; Morales et al., 1973; Graham et al., 1980), além de beneficiar a cultura
pela adicfio de Ca ¢, as vezes, Mg, A recomendagio de calagem deve ser bascada na analise do solo da
area de cultivo. Em casos onde ndo se realiza a calagem, a escolha da variedade de feijdo e do inoculante
mais apropriado se torna o passo mais importante para que s¢ obtenha uma produtividade razoavel.

80
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Figura 3.3. Distribuigio de isolados de nédulos espontineos de feijoeiras coletados no Estado de
(Goias, conforme o pH do solo.,
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3.4.3. Tratamento das sementes com defensivos agricolas

Em muitos casos, e principalmente em areas onde o feijdo ¢ cultivado todos 0s anos com ou
sem rotacdo de culturas, torna-se necessdrio o tratamento das sementes com fungicidas e/ou insetici-
das para evitar que a incidéncia de doengas e pragas afete o stand da cultura, reduzindo a produtivida-
de. Em plantios onde se pretende fazer a inoculagdo, é imprescindivel que os rizébios inoculados
sgjam tolerantes aos defensivos empregados no tratamento da semente; caso contrario, havera morte
das bactérias e a inoculagdo falhara, Os resultados sobre a compatibilidade entre defensivos e inoculantes
(De Pell et al., 1986) sio relativamente antigos, faltando informagdes sobre os produtos amalmente
registrados e recomendados para uso no tratamento das sementes de feijdo. O unico estudo recente foi
realizado por Ramos & Ribeiro Jr. (1993), testando o efeito dos fungicidas Ridomil 25%, Benlate
50%, Vitavax 75%, Banrot 40%, e Difolatan 80%, apticados nas sementes sete dias antes da inoculagio,
sobre a sobrevivéncia das bactérias nas sementes. Os autores observaram que a estirpe CIAT899 (Rt)
teve methor sobrevivéncia nas sementes tratadas que as estirpes CIAT652 ¢ CPAC1135 (Rlp). Os
fungicidas Benlate e Banrot foram os que causaram maior mortalidade das bactérias. Em adicéo, o
tratamento das sementes com Benlate reduziu a ccorréneia das bactérias inoculadas nos nddulos.

Em estudos semelhantes, realizados no laboratério de microbiologia do CNPAF, observou-se
que o tratamento das sementes com os fungicidas Benlate, Captan, Vitavax, Terraclor, Rizolex,
Rhodiauran, Tecto-100 € a mistura comercial de Vitavax + Thiran, nas doses recomendadas pelos
fabricantes, ndo causou morte total da estirpe CIAT899 nas sementes (dados ndo publicados), nfo
acarretando diferencas na quantidade de nodulos formados nas plantas provenientes de sementes plan-
tadas imediatamente apds, ou 24 horas apés o tratamento ¢ moculagéo. Contudo, ha que se considerar
gue esses experimentos foram conduzidos em condigfes estéreis, ndo se podendo extrapolar para a
situaclo de plantio no solo. Sic necessarios estudos posteriores para verificar a eficdcia do tratamen-
to das sementes com esses produtos em solos naturalmente infestados com fungos, e seu efeito sobre
a ocorréneia do mnoculante nos nddulos. .

Em relaglo aos inseticidas aplicados nas sementes, também hé uma caréncia de informagdes.
Resultados de testes desenvolvidos no Jaboratério de microbiclogia do CNPAF sugeritam que o trata-
mento das sementes com Furadan (Carbofuran) nao afeta os rizdbios (CIAT899), que crescem normal-
mente em placas a cujo meio de cultura o inseticida foi adicionado (dados ndo publicados). Na falta de
resultados mais consistentes, recomenda-se como alternativa o use do inseticida na forma granulada,
que aplicado ao sulco de plantio nfo fard contato com as bactérias aphicadas as sementes, Uma outra
alternativa para se empregarerm inoculantes no plantio de sementes tratadas seria a utilizagio de
inoculantes granulares. Entretanto, essa forma de inoculagfo ndo é apreciada por produtores e o
produte € praticamente indisponivel no mercado.

Finalmente, pouco também se conhece sobre os efeitos de herbicidas sobre os rizébios. Roslycky
{1985a) obteve variantes de diversas espécies de Rhizobium com adaptagdio para resisténeia ac herbicida
Paraquat (1, 1' - dimethy! - 4, 4’ bipyridylium chloride) e observou que a nodulagiio, o acimulo de
matéria seca, o vigor e a cor das plantas inoculadas com essas bactérias nfo foram alterados. Estes
dados demonstram a possibilidade de se obterem inoculantes capazes de tolerar os defensivos empre-
gados, mas deve-se levar em conta que algumas das modificagBes decorrentes da adaptagio para
tolerdncia ao principio ativo podem ser danosas as bactérias (Roslycky, 1985b). Existem duas manei-
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ras principais de aplicagio de herbicidas: pré-plantio, incorporado ao solo, e pds-plantio, pulverizado
ap0s a emergéncia da cultura. Teoricamente, os herbicidas aplicados pré-plantio t&m mais chances de
afetar negativamente os rizobios, ja que as sementes inoculadas farfio contato com o solo tratado. Por
outro lado, os herbicidas aplicados pés-plantio sé deverio afetar os rizébios quando chegarem aos
nodulos, ap6s serem absorvidos ¢ translocados para as raizes pela planta, mas seus efeitos sobre a
atividade nodular sdo desconhecidos.

3.4.4. Inoculacio das sementes .

A inoculagiio das sementes € a maneira de se promover o contato dos rizébios com as raizes
emergentes da plantula, de forma que tenham acesso aos sitios de infecgiio para a formag@o dos nodu-
los. E imprescindivel que existam bactérias vivas na superficie das sementes no ato do plantio. De um
modo geral, a inoculagdo consiste na mistura do inoculante turfoso com um veiculo que serve como
adesivo. Esse veiculo pode ser uma solugfio de goma ardbica pura, polvilhos caseiros ou agticar cristal
(sacarose), ndo devendo ser empregadas colas comerciais porque possuem fungicidas e conservantes
toxicos aos rizobios. A goma arabica € o aglcar cristal promovem a sobrevivéncia das bactérias
inoculadas na superficie das sementes, sendo a solugdo de aglicar cristal aquela que permite que haja
bactérias vivas nas sementes pelo perfodo mais longo (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Logaritmo do namero de células vidveis de Raizobium tropici CIATE99 na superficie de
sementies de feljdo inoculadas com moculante turfose misturado em dgua, goma ardbica
ou sacarose, e mantidas a temperatura ambiente.
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Para fazer a inoculagfio das sementes do feijoeiro mistura-se uma dose de 250 g de inoculante
ern um cope {do tipo americano) com dgua a que se adicionaram duas colheres de sopa de agticar
cristal, gerando uma lama preta. Essalama ¢, entfo, aplicada a 40 kg de sementes, misturando-se bem
para que as sementes figuem completamente revestidas pelo incculante. A inoculagfo pode ser feita
sobre o chio {cimento) Hmpo, sobre uma lona, em sacos plasticos ou, preferencialmente, em um
tambor de eixo descentralizado, sempre a sombra. As sementes inoculadas devem ser deixadas secar
a sombra, e seu plantic deve ser feito imediatamente apds a secagem, no mesmo dia da inoculagio.
Quando se faz a inoculagio das sementes para plantic em areas onde nunca se utilizou o inoculante,
recomenda-se uma dose de 500 g de inoculante para cada 40 kg de sementes. No caso de inoculagio
e tratamento das sementes com defensivos, as sementes devem ser tratadas com os produtos quimicos
antes da tnoculagdo. Para mais detalhes sobre os cuidados com o inoculante e a inoculagfo, veja o
capitulo anterior.

3.5. Conclusbes

Os estudos sobre a simbiose do feijoeiro progrediram bastante nos iltimos anos, sobretado no
que diz respeito & definigio taxonbmica dos microsimbiontes. O fato de se ter conhecimento da
inadequagio dos inoculantes previamente empregados para o fefjoeiro significa que praticamente todo
o trabalho terd que ser refeito, no sentido de se aprender mais scbre os diversos aspectos da simbiose
do feyjoeiro com o Rhizobium tropici, o microsimbionte preferencial para as nossas condigdes. Além
disso, ¢ necessario que se identifiquem novas estirpes mais eficientes e competitivas que possam ser
empregadas nos inoculantes. As variedades modernas de feijio apresentam maior aptidZo produtiva e
methor adaptabilidade para a produgic de grios nas diferentes regiSes produtoras de feijfio no Brasil.
Apesar dessas variedades geralmente responderem 3 adubagfio nitrogenada, alguns resultados suge-
rem que elas t€ém boa capacidade simbidtica, merecendo portanto mais estudos. A conscientizagio
atual da maiorta dos produtores sobre a necessidade de se tecnificar a cultura do feijoeiro tem propor-
cioenado a pesquisa a oportunidade para a realizagfio de testes de inoculagiio nas mais diversas condi-
¢des, inclusive com irrigagio complementar ¢ em vérzeas, onde antes nfo se cultivava feijdo. Num
futuro préximoe a pesquisa deverd ser capaz de apontar as melhores combinages entre parceiros
simbidticos para que se possa fazer da inoculagfio do fejjoeiro uma pratica tio comum e rentdvel
quanto a inoculacio da soja.
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CAPITULO 4
FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO EM ESPECIES ARBOREAS
Fatima M. S. Moreira'

4.1. Introdugio

Espécies vegetais que formam simbiose com microrganismos fixadores de N, (EFN} podem
dispensar total ou parcialmente a adubagdo nitrogenada e ainda contribuir para outras espécies con-
sorciadas ou em sucessdo, garantindo a auto-sustentabilidade do ecossistema com relagdo ao N. As
EFN t€m, em geral, maior concentragio de N nos tecidos do que espécies nio-fixadoras (Tabela 4.1).
No caso das espécies arbdreas, a maior concentragfio de N associada a maior producdo de biomassa
(folhas, gathos, rafzes, nodulos etc.) possibilita uma contribuigfo significativamente maior de matéria
organica para o solo, com baixa relacdo C:N.

Além dos efeitos benéficos diretos da matéria orginica sobre a fragio mineral do solo (estabi-
lizagio dos agregados, maior retengio de dgua etc.) evitando sua degradagdo, ocorre aumento da
disponibilidadade de N no ecossistema que pode ser utilizado por diversas espécies de microrganis-
mos e de plantas, aumentando a diversidade biolégica (Parrota, 1992; Maschio et al., 1992). Por outro
lado, a maior extensio do sistema radicular, tanto a nivel horizontal como vertical, permite o retorno
ao sistema produtivo de nutrientes perdidos através da lixiviaglo para camadas mais profundas do
so0lo.

Entre as diversas espécies arboreas fixadoras de N,, existe ainda uma ampla variabilidade de
utilizagdo econdmica, como: madeira, forragem, adubagdo verde, lenha, flora agricola, gomas, celuio-
se e papel, carvio, alimentagio humana e animal, cercas vivas, produtos medicinais € aromaticos,
substrato para producio de cogumelios comestivels, gquebra-ventos etc. (NAS, 1979; Nair et al., 1984;
Sharma & Madan, 1993}, Deve-se ressaltar também o enorme potencial ainda nfo explorado de vérias
espécies nativas. Todas estas caracteristicas tornam as drvores que fixam N, através de simbioses em
importantes componentes de sistemas naturais, agroflorestais, agrosilvipastoris, “alley cropping” etc.

A familia Leguminosae, por exemplo, representa uma parcela significativa na composicio
floristica de vérios ecossistemas naturais, como a Floresta Amaz6nica (Ducke, 1949}, ¢ cerrado brasi-
leiro (Kirkbride Jinior, 1984) e remanescentes da Mata Atlantica { Oliveira Filho et al,, 1994}, Virios
géneros e espécies nativas destes ecossistemas sio capazes de formar simbiose com bactérias fixadoras
de N, dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium (Allen & Allen, 1981; Faria et al., 1989; Moreira et
al.,, 1992),

A biodiversidade das florestas nativas, principalmente das tropicais, pode ser considerada um
recurso material de valor intestimavel. Sua preservagfio garantird a geragdes futuras uma fonte de
recursos genéticos para os mais diversos fins. Neste contexto, a crescente demanda mundial por
celulose, papel, lenha, carvio e madeira ndo podera mais ser suprida pelo extrativismao predatorio, mas
sim por reflorestamentos de acordo com os principios do desenvolvimento sustentado. A produgdo de

"Professora Adjunta, Ph.D., Escala Superfor de Agricuitura de Lavras (ESAL). Caixa Postal 37, CEDP 37200-00t, Lavias, M3,
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alimentos, principalmente nos pafses subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, nio deverd mais se-
guir o modelo “monoculturas com altas doses de adubos ¢ outros insumos™. Varios resultados indi-
cam que & possivel passar da faldcia para a pratica. Arvores fixadoras de N, estdo entre as importanies
alternativas.

Tabela 4.1, Teor foliar de nitrogénio em espécies arbdreas que formam ou ndo simbioses fixadoras

de nitrogénio.
Espécie fixadora de N, %N Referéncia
Alnus glutinosa 3,84 Beching (1968)
Gliricidia sepium 3,74 Palm & Sanchez (1991)
Erythrina sp. 3,52 Palm & Sanchez (1991)
Albizia saman 3,20 Palm & Sanchez (1991)
Inga edulis 3,18 Palm & Sanchez (1991)
Leucaena leicocephalla 3,94 Palm & Sanchez (1991)
Sesbania rostrata 5,60 Ramani et al. {1990)
S. sesban _ 4,30 Ramani et al. {1990)
Média 3,92
Espécie nio-fixadora de N, %N Referéncia
Bruchystegia boehmii 1,84 Hogberg (1986)
B. microphylia 2,24 Hogberg (1986)
Julbernardia globiflora 2,04 Hogberg (1986)
Diplorhynchus condyviocarpum 1,30 Hogberg (1986)
Eucalyptus saligna 0,71 Haag {1983)
Cordia trichotoma 1,75 Haag (1983)
Araucaria angustifolia 1,72 Haag (1983)
Pinus elliottii 1,23 Haag (1983)
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4.2. Sistemas Fixadores de N, em Arvores
4.2.1. Simbicse de rizébic com leguminosas
4.2.1.1, Introducgio

Na familia Leguminosae (ou Fubaceae) estdo incluidos 650 géneros e 18.000 espécics, o quea
coloca entre as maiores familias de angiospermas, sendo somente superada pelas Compositae e
Orchidaceae (Polhil et al., 1981). A familia compreende espécies de todos os tipos de habitos de
crescimento {arvores, arbustos, ervas e lianas) ¢ também espécies de importincia econdmica em di-
versas dreas como a agricultura, a silvicultura ¢ industria, entre outras.

Segundo Tutin (1958), a freqiiéncia de espécies lenhosas nas subfamilias Mimosoideae €
Caesalpinioideae € bastante alta: 95% e 97%, respectivamente. Nas Papilioncideae, somente 38%
das cspécies sfo lenhosas. Até 1981, somente 15% das espécies da familia haviam sido examinadas
quanto & sua capacidade de nodular, isto €, de formar simbiose com bactérias lixadoras de N, aqui
denominadas coletivamente por rizdbios (Allen & Allen, 1981). A grande maioria das espécies flores-
tais, principalmente as tropicais, ndo havia side pesquisada.

O Brasil tem a maior drea de florestas tropicais do mundo, aproximadamente 3.574.800 km?,
que € quase trés vezes superior 4 segunda maior drea de florestas tropicais, a da Indonésia, com 1.138 950
km? A diversidade em espécies é uma caracteristica marcante de florcstas tropicais, podendo-se
afirmar que estas, ¢ em particular a Amazdnia, representam o maior reservatdrio de espéoies vegetais,
animais e microbianas, muitas das quais ainda com potencial desconhecido ou nfo explorado. Nos
ultimos anos, levantamentos intensivos da capacidade de nodular de espécies florestais brasileiras
forneceram informagdecs sobre um nimero significativo da cspéeic € géneros (Tabelas 4.2 ¢ 4.3).
Atnalmente, a nivel mundial, 20% das espéeies ¢ 57% dos géneros foram examinados (Faria et al.,
1989). Resultados obtidos sobre caracteristicas intiinsccas dessas simbioses e suas relagdes ecologl-
cas demonstraram um cnorme potencial adaptative a diferentes condigbes edafoclimaticas, assim como
um amplo grau de variabilidade, que pode ser explorado em programas de melhoramento dessas espé-
cies integrados & maximizagio da fixagio bioldgica de N,

Tabela 4.2. Espécies de leguminosas florestais brasileiras examinadas recentemente quanto a capaci-
dade de nodular®, de acordo com a subfamilia.

Subtamilia N de espécies Espécies com nodulos

examinadas N° %
Caesalpinioideae 123 27 22
Mimosoideae 107 78 73
Papilionoideae 158 107 68

* Vasconcelos & Almeaida (1979); Sylvester-Bradley et al. (1980); Magalhies et al. (1982); Faria et al. (1984a, h); Magalhfics & Iernandes (1984,
Mapalhizs (1986), Matos (1986); Magnalhies & Silva (1986/87); Fada et al. (1987); Moreira 1 al. (1992); Souza ot al. {uo prela); Barberi &
Mareira {1994).
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Tabela 4.3, Géneros de leguminosas brasileiras examinados recentemente quanto a capacidade de
nodular*. '

Género nodulifero Género nio-nodulifero Génerc com

informacdes conflitantes

Abarema (M)
Affonsea (M)
Ateleia (P)
Bowdichia (P)
Cadig (P)
Cedrelinga (M)
Centrolobium (P)
Cyclolobivm (P}
Dalhstedtia (P)
Diplotropis(P)
Etaballia (P)
Gagnebina (M)
Marmaroxylon (M)

Acrocarpus (C}
Aldina (P)
Amburana (M}
Apuléia (C)
Bacoa (P)
Cenostigma (C)
Dinizia (M)
Elizabetha (C}
Exostyles (M)
Heterostemon (C}
Goniorrachis (C)
Grazielodendron (P)
Lecointea (P)

Acosmium (M)
Brownea (C)
Delonix (C)
Dialium (C}
Dicorynia (C)
Hymenaea (C)
Myrocarpus (P)
Myroxilon (P}
Phyllocarpus (C)
Schizolobitm (C)
Zollernia (P)

Melanoxylon (C) Luetzelburgia (P)

Moldenhaurea (C) Monopteryx (P)
Platyciamus (P) Poeppigia (C)
Plathymenia (M) Pteradon (P)
Plathypodium (P) Sweetia (P)
Poecilanthe (P) Taralea (F)
Pseudopiptadenia (M) Tetrapleura (M)
Pseudosamanea (M) Vatairea (P)
Vouacapoua (C) Vataireopsis (P)

“ Sylvester-Bradley el al. {1980); Magalbaes et al. {1982); Magalhfies (1986, Faria el al, {1984h, c); Fada el al. {1987a); Moreira et al. {1992},
Magalhies e Fernandes (1984); Bonetti et al. (1984); Souza el al. {submetido}; Fagia et al. {1989} Bucberi ¢ Moreira (1954},

4,2.1.2. Filogenia de Leguminosae e sua relacio com as simbioses
Mais de 75% dos caracteres usados para delimitar géneros em Leguminosae sio reprodutivos
e parecem ter evoluido mais rapidamente que os caracteres veéetativos (Small, 1989). Polhill et al.
(1981) basearam-se principalmente em caracteres reprodutivos para estabelecer os principais grupos
de divergénoia da familia Leguminosae (Figura 4.1). Segundo estes autores, os géneros mais arcaicos
parecem ser os de espéeies arbdreas extratropicais da Caesalpinioideae - Gleditsia, Gymnocladus,
Ceratonia, Zenia ¢ Cercts. Os quatro primeiros géneros parecem incapazes de nodular € guanto ao
ultimo, ainda existem controvérsias. A capacidade de nodular da maior parte das espécies nas Dialitnae
“ainda ndo foi determinada. As informagdes sobre a nodulagfo nos géneros Dialium ¢ Dycorinia ainda
sdo controvertidas. A capacidade de nodular em Cassiinae € mais freqiiente.
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As descobertas de fosseis ainda fornecem poucas evidéncias sobre os primordios da evolugéo
da familia. Certamente, as trés subfamilias estavam bem estabelecidas ¢ amplamente dispersas no
eOCeno, mas registros anteriores sdo esparsos (Polhill et al., 1981). A principal irradiagdo da familia
pode ter surgido de dois pequenos grupos relacionados - o grupo pantropical de Dimoiphandia € o
grupo sul-americano de Sclerclobium. O grupo de Dimorphandra € reconhecidamente de fransigio e
seus géneros t8m caracteristicas pouco relacionadas mas que, juntas, se aproximam da organizago
caracteristica de Mimosoideae (Benthan, 1865; Brenan, 1967; Steenis, 1975), que inclui, entre outros,
o desenvolvimento de nodulos radiculares.

A evolugio posterior em Mimosoideae, de Mimoseae a Acacieae ¢ Ingeae esta associada 2
evolugdo de varias caracteristicas reprodutivas. Dois tergos das espécies de Mimosoldeae ccorrem
nos géneros Ingu, Mimosa e Acacia que parecem ter seu centro de origem na regifio tropical tmida da
América do Sul (Irwin, 1981). Nodulagéo ¢ reportada em varias espécies desses géneros.

O tipo de flor que pode ter sido caracteristico dos ancestrais da parte restante, que constitui a
maior parte da familia, estd preservade no grupe de Sclerclobium. Com poucas modificagdes, este
tipo de flor ocorre nas Caesalpinioideae mais avangadas, nas Detarieae, Amherstieae ¢ nas
Papilionoideae. _Comb as Mimosoideae, mas diferente das Caesalpinioideue {exceto algumas), as
Papilionoideae ge1'a1mente desenvolvem nddulos radiculares que, nas tribos mais avangadas, mostram
varios graus de especializagio.

Nas Papilioncideae, a subfamilia com maior dispersio e uma das mais intensivamente estuda-
das, o modelo de divergBneia € mais facil de se tragar. O modelo proposte por Polhill {1981) (Figura
4.2) € bastante acetto por outros autores (Irwin, 1981). As Swartizeae estfo na linha divisoria entre
Caesalpinioideae e Papilionoideqe. Polhill et al. (1981) assmalam que a ocorréncia de nddulos
radiculares nas Swartizeae, além de outras caracteristicas, indica gue elas esto melhor enquadradas
em Papilionoideae do que em Caesalpinioideae. Estima-se que 97% das Papilionoideae sio capazes
de nodular. A irradiagfio das Papilionoideae é complexa, existindo um reconhecimento geral dos
varios compenentes principais, com Sophoreae constituindo o grupo base da divergéneia, sendo o
centro da subfamilia dominado pelo enorme "complexo galegoide”(as tribos Galegae e Dalbergieae).
As Galegae podem ser separadas em outras tribos herbdceas temperadas (Loteae, Viceae, Trifolieue,
etc.) - a série apulvinada. A sérierestante, pulvinada, ¢ predominantemente trapical e pode ser subdi-
vidida em um centvo - Tephrosieae ¢ Robinieae - e vérias tribos mais avancadas, com uma tendéncia
regional {exceto a pantropical Phaseoledue) em dire¢io tanto ao Vetho como ao Novo Mundo. Separa-
da de todos esses grupos estéd a "Alianga genistdide”, compreendendo as tribos Genlisteae e Podalyrieae,
divididas em vérias tribos regionais centralizadas em areas com clima mediterrineo.

As supostas divergéncias de Leguminosae em geral e de Papilionvideae (Polhill et al., 1981;
Polhill, 1981) nfio implicam em que conceitos evoluciondrios tenham alcancade o estdgio de proposi-
¢do de uma arvore filogenética. No entanto, representam os dados mais atualizados de divergénceia
para a familia e a subfamilia como um todo.
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4.2.1.3. Forma e anatomia dos nédulos

A forma dos nddulos é determinada pela posigao e comportamento de seus meristemas, exis-
tindo basicamente dois tipos: 0s que ndo se ramificam e os que se ramificam. Nos primeiros, o
meristema ¢ esférico, circundando uma érea central fixadora de N,. Nos ultimos, o meristema ¢é
apical, 0 que acarreta um alongamento inicial com possivel divisdo posterior para formar varios ra-
mos, cada um com seu proprio meristema apical. O tecido onde ocorre a fixagdo de N, em todos os
tipos de nddulo ¢ efémero, durando, geralmente, algumas semanas. Nos nédulos que se ramificam
apos sua senescéncia, o tecido € progressivamente reposto por um novo que se forma nas pontas das
ramificagdes, 0 que torna este tipo de nodulo potencialmente perene. Ja os tipos de nédulos que nao
se ramificam sdo efémeros como seu tecido fixador. Corby (1988) denominou cinco tipos de nédulos
em Leguminosae: aeschinomendide, desmodioide, caesalpindide (anteriormente astragaldide),
crotalaridide e lupindide. Os aeschinomendides ¢ desmodidides tém meristemas esféricos diferindo,
principalmente, quanto a presenga de lenticelas (desmodidide). Os outros tipos tém meristema apical,
sendo o caesalpinidide o maior deles (Figuras 4.3 ¢ 4.4). O tipo caesalpinidide ocorre em todas as trés
subfamilias, enquanto os outros quatro siao predominantes na subfamilia Papilionoideae. A distribui-
¢ao dos tipos de nodulos que ocorrem em cada tribo no diagrama de Polhill (1981) para divergéncia
em Papilionoideae é, com raras excegoes, bastante relacionada com 0 modelo de evolugio de formas
de nodulos sugerido por Corby (1988), ou seja, o tipo caesalpinidide, considerado primitivo, € predo-
minante nas tribos mais primitivas, enquanto os quatro tipos de nodulos supostamente mais avangados
ocorrem predominantemente nas tribos mais avangadas. Faria et al. (1984a, 1987a) reportaram for-
mas de nédulos encontradas em varias espécies nativas.

Figura 4.3. Nodulo de Swartzia schomburgkii Figura 4.4. Nodulos de Cedreliga
coletado em floresta de terra firme catenaeformis, muda em
na Amazonia. VIVEIro.
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4.2.1.4. Modos de infecgio por rizobio

Atnalmente sfo conhecidos trés modos pclos quais o rizébio pode iniciar a Infecgdo em
leguminosas para formar nédulos; 1) via pélos radiculares (o mais conhecido); 2} via feridas (geral-
mente causadas pela emergéncia de raizes laterais ou adventicias no caso de nddulos caulinares de
Sesbania ¢ Aeschinomene, por exemplo); e 3) via células da epiderme (intercelular). A infecgdo por
pélos radiculares, considerada um estidio mais avangado, & predominante nas espécies herbaceas,
forrageiras ¢ de grios das tribos mais avangadas como Trifolieae, Vicieae e Phaseoleae (Sprent et al.,
1989). Nas espécies arboreas, os dois ailtimos tipos parecem predominar (Faria et al., 1987b; Sprent &
Cordeiro, 1992},

O estddio posterior envolve a formagdo de cord@es de infecgio, exceto para algumas espécies
como em Arachis e Stylosanthes, dos quais pode haver ou nio liberagio de rizobio. Corddes de infec-
¢do persistentes, onde nélo ocorre liberagdo de rizébio foram relatados em Parasponia spp. (Ulmaceue)
(Trinick, 1979), as uinicas espécies nfio leguminosas que formam simbiose com rizabio, e foram con-
sideradas uma resposta atipica de uma ndo leguminosa ao rizébio. Posteriormente, foram cncontra-
dos, pela primeira vez em leguminosas arbdreas do género Andira (Papilionoideae) (Faria et al., 1986).
Agora sua ocorréncia ja € conhecida nos grupos mais primitivos de leguminosas arboreas noduliferas,
como Dimorphandra ¢ Sclerolobuim, em outras Caesalpinioideae examinadas, dos géneros
Campsiandra, Melanoxylon, Moldenhaurea, Tachigali ¢ Chamaecrista, e nas Papilioncideae, dos gé-
neros Hymenolobium, Cyclolobium, Dahlstedtia e Poecilanthe (Faria et al., 1987b; Sprent & Cordei-
1o, 1992). Porém, ndo foram encontradas em Mimosoideae, confirmando a maior afinidade filogenética
entre as subfamilias Caesalpinioideae ¢ Papilionoideae.

4.2.1.5, Taxonomia do microsimbionte

Ate 1974, a taxonomia das bactérias fixadoras de N, que formam nodulos em leguminosas era
baseada, principalmente, na capacidade de nodular e fixar N, com determinadas especies de
leguminosas, As limitagtes desta classificagio decorriam da promiscuidade simbidtica de vérias
estirpes de rizdbio e da insuficiéneia de dados sobre nodulagfio, pois s6 8% a12% das espéeies exis-
tentes na familia Leguminosge haviam sido examinadas quanto & capacidade de nodular (Graham,
1976). Além disso, a maioria dos estudos sobre nodulagio era dirgcionada quase que exchisivamente
as culturas agricolas importantes, cntre outras, a soja, o fefjdo, a ervilha, a alfafa e o trevo, espécies
estas restritas a poucos grupos de diverpéneia da subfamilia Papilioncideae.

A taxonomia atual de rizobio, encontrada no Manual de Sistemdtica Bacterioldgica de Bergey
{Jordan, 1984), jando foi baseada somente nas caracteristicas simbidticas ¢ tentou considerar também
as caracteristicas intrinsecas da bactéria. Entretanto, esta classificagio ainda esta direcionada para as
leguminosas de importdncia agricola. Nela estdo definidas tr8s cspécies de Rhizobium: R.
leguminosarum, R, meliloti e R. [oti, que abrangem as estirpes chamadas de “crescimento rapide”.
Qutro género - Bradyrhizobium - foi criado para as estirpes chamadas de “crescimento lento”. Neste
genero, a espécie B. japonicum estd definida para as estirpes de erescimento lento que nodulam a soja.
Os demais grupos de crescimento lente no género Bradvihizobium, a chamada “miscelinea caupi”™,
ndo estdo definidos ern nivel de espéeie, existindo atualmente a tendéneia de se colocar neste grupo
qualquer rizobio de crescimento lento, ndo identificado, isolado de leguminosa tropical. A posigdo
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taxondmica dos isolados de crescimento rapido da maioria das espécies arbdreas também nfo esta
definida; com excegio de algumas estirpes de crescimento rdpido, isoladas de Leucaena e Mimosa,
classificadas como R. loti. Isto dificulta o estudo e a obtengo de inoculantes especificos eficientes
¢ a recomendagdo de inoculantes para espécies afins. Jordan (1987) assinalou que as estirpes da
“miscelinea caupi” representam um grupo altamente heterogéneo e divergente de microrganismos,
dentro do qual as relagdes taxonOmicas ndo estdo ainda bem definidas. ¢ de se esperar, portanto, que
todo o género Bradyrhizobium seja reorganizado nos préximos anos, Ja em 1976, Graham chamava
atengdo ao fato de que a classificagdo de rizobio, entfo vigente, seria gradualmente modificada a
medida que um maior nimero de estirpes, principalmente aquelas provenientes do grande reservatrio
de leguminosas tropicais, fosse examinado.

Trabalhos posteriores a publicagdio da ultima edi¢io do Manual de Bergey demonstraram, com
o auxilio de técnicas mais sofisticadas e precisas, que mesmo a tribo Papilionoideae € uma fonte de
riz6bio com grande variabilidade a ser explorada. Recentemente, um novo género e cinco novas
espécies de Rhizobium foram descritas: Azorhizobium caulinodans, para rizébio de crescimento lento,
que forma nodulos no caule de Sesbania rostrata (Dreyfus et al., 1988); R. fredii, para rizdbio de
crescimento rdpido, que nodula eficientemente variedades de soja selvagem da China (Scholla &
Eikan, 1984; Chen et al., 1988); R.huakuii (Chen et al., 1991); R. galegae, pararizébio de crescimento
rapido, isolado de Galega spp. (Lindstrém, 1989); e R. tropici e R. etli, para estirpes isoladas de
Phaseolus vulgaris em areas tropicais (Martinez-Romero et al., 1991; Segovia et al., 1993). Esta
sendo proposto, ainda, um novo género - Photorhizobium - com uma anica espécie - P thompsonianum
- o primeiro rizobio fotossintético, isolado de nddulos caulinares de Aeschynomene indica (Eaglesham
et al.,, 1990) e uma nova espécie de Bradyrhizobium - B. elkanii - para estirpes isoladas de soja
{Kuykendall et al., 1992).

Através dos levantamentos da capacidade de nodular e/ou fixar nitrogénio de espécies de
leguminosas florestais da regiio amaz6nica, realizados pelo SMS/DCA/INPA?, ¢ da Mata Atléntica,
realizados pelo CNPAB/EMBRAPA?, acumulou-se uma colegiio de estirpes de rizébio isoladas de
uma ampla variedade de géneros e grupos de divergéncia de Leguminosae. Numa tentativa de definir
a posigao taxondmica dessas estirpes foram estudadas suas caracteristicas culturais, seus padrdes de
proteina celular total, obtidos por SDS-PAGE, € a relagiio entre essas caracteristicas ¢ a filogenia de
Leguminosae, comparando-as as espécies ¢ géneros de rizdbio ja descritos na literatura (Moreira,
1891; Moreira et al., 1993). Os resultados demonstraram uma ampla diversidade de tipos culturais
entre a maioria dos géneros e grupos de divergéncia de Leguminosae, em refago ao tempo de cresci-
mento, modificacdo do pH do meio de cultura e quantidade de goma produzida. Em todos o8 grupos
das trés subfamilias houve predominincia de estirpes de crescimento lento (CL), acorrendo em menor
proporgdo as estirpes de crescimento rapido (CR}, intermediario (CI) ou muito lento (CML). Com
relagfio a andlise numérica computadorizada dos padrdes de proteina celular total de 171 estirpes,
comparadas a espécies atualmente descritas, foram obtidos 23 grupos com niveis de similaridade
1guais ou maiores a 86%, e 30 estirpes com padrdes de similaridade inferiores a 86% (Tabela 4.4).
Cinco destes grupos consistiam exclusivamente de estirpes tipe ereferéncia de : R, leguminosarum, R.

23e¢fio de Microbiologia do Solo/Departamento de Citucias Ambientnisfnstitulo Nacional de Pesguisas da Amazénia.
3Cenlro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia/Empresa Brasileim de Pesquisa Agropecuiria.
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Ioti, R. meliloti, R. tropici e A. caulinodans. Quatro grupos foram similares a espécies de rizobio
conhecidas. Um deles, o grupe 12, composto por 92 estirpes, foi similar a estirpe tipo ATCC10324
Bradyrhizobium japonicum. O grupo 2, com seis estitpes, foi similar a R lofi. O grupo 18, contendo
trés estirpes de Leucaena, foi similar a R. fiedii e uma estirpe de Leucaena se agrupou com R. galegae
(grupe 8). Os outros 14 grupos podem representar novas espécies ou biovares e devem ser estudados
posteriormente.

Tabela 4.4. Grupos eletroforéticos (SDS-PAGE), tipos culturais e origem de 171 estirpes isoladas de
espécies florestais nativas da Amazdnia e Mata Atlantica e de estirpes tipo e referéncia de
espécies de rizdbio atualmente descritas. Modificado de Moreira et al. (1993).

Grupo N° de Origem* Caracteristicas Estirpes tipo efou
estirpes culturais®* referéncia (Origem*)
1 2 [ CR, acido -
2 6 -3, M2 CR ou I, 4cido ou neutro R loti (P11)
3 2 M2, M3 CR, acido ou neutro -
4 - - - R loti (P11)
5 3 M2, Pl CR, acido -
6 - - CR, 4cido R, tropici (P7)
7 6 M2, M3, P4, P6 CR, 4cido -
8 1 M2 CR, acido R. galegae (P10)
9 - - CR, 4cido A. caulinodans (P6)
10 - - CL, alcalino R, lecuminosarum
CR, acido (P7,P9,P12)
11 2 P7 - -
12 92 .Cl1,C2,C3,C4, CR,acido B. japonicum (M3,P7)
MI1, M2, M3, CL,CML
P1,P2, P4, P5 Alcaline ou dcido
13 4 P7 {86 2 estirpes) -
14 2 M3, P4, P7 CL, alcalino -
15 6 P&, C4, M2, M3, P3 Cl, alcalino -
16 2 - alcalino -
17 2 M3 CL, alcalino -
18 3 P7 CL, alcalino R, fredii (PT}
19 - M2 CR, 4cido R. meliloti (P9)
20 2 - CR, 4cido -
21 2 P1,P3 CML, alcalino -
22 2 M2, M3 CR, acido -
23 2 M1, P5,C2 CL, alcalino

*  Grupos de divergénein em Leguminosae le acordo com Polhill {1981) e Polhill et al. (1981): C1 = grupo de Dimorphandra; C2 = grupo de M3 =
Acacieae e fageae; Pl = Swartziear; P2 = Dalbergieae; P3 = Atbreae; P4 = Milletieae; PS = Sophoreae; Po = Robinieae; PT = Phaseoleae; P8 =
Aeschynomencae; P9 = Trifuficae; P10 = Galegeae; P11 = Loteae; P12 = Viccae.

** Em meio YMA (Vincent, 1970); sendo:CR = creseimento ripido; CL = crescimento lento; Cl = crescimento intermedidno entre CR ¢ CL: CML =
crescimento muilo lento; alealine = alealiniza o meto de culiura; dcido = achdifica o meia de cultura; neutro = nio madilica a pH do meio.

Neta: 30 outros grupos foram formados por uma Gnica estirpe. Estas foram isoladas de C1, €2, C4, M2, M3, P1, P2, 4, P5 e PT.
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As estirpes CI. ¢ CML formaram um conjunto com padrées de proteina celular total menos
heterogéneo do que o das estirpes CR ¢ CL. Estirpes do grupo XII, composto predominantemente por
estirpes de CL alcalinizantes, ocorreram em todos os grupos de Cuesalpinicideae e Mimosoideae
estudados, desde os mais primitivos até os mais avangados, ¢ também em gquasc todos os grupos de
Papilionoideae abrangidos por este estudo. [sto indica que este grupo parcce ser o tronco ancestral de
onde se¢ derivaram as demais espécies de rizobio, confirmando a hipdtesc de Norris (1965). Os resul-
tados deste trabalho, abrangendo virios grupos de diverg8ncia das trés subfamilias de Leguminosae,
cstenderam para toda a familia as observagbes de outros autores para Papilioncideae (Young & Johnston,
1989), de que, aparentemente, nfo existe relagio entre as filogenias atuais de rizébio e de Leguminosae.

Grande diversidade entre rizébios 1solados de espécics arbdreas foi também demonstrada por
Zhang ¢t al. (1991), Lajudic et al. (1992) e Dupuy et al. (1992). Com a diversidade cxistente entre
isolados de espécies arboreas e também indicagdes de variabilidade nas espécics j& descritas, ou entre
isolados de espécies herbdceas, € previsto um ntimero considerdvel de proposigdes de novas espécies
e plneros nos proximos anos. Yissas proposi¢des deverdo seguir regras mais rigidas para evitar, por
exemplo, descrigdes inadequadas ou casos em que esfirpes tipo nio estejam disponivels (Graham et
al., 1991).

4.2.1.6. Especificidade, efetividade ¢ eficiéneia

As diferentes espécies de leguminosas hospedeiras apresentam diversos graus de sspecificidade.
Esta caracteristica fol examinada num nimero relativamente pequeno de cspécies arborcas € mesmo
nessas espécics, poucas estirpes de rizdbio foram testadas. Porisso, ¢ impossivel fazer generaliza¢Bes
para o grupo como um todo. Com basc nos resultados 34 obtidos (Tabela 4.5), pode-se afirmar que
existe alta variabilidade quanto a especificidade entre rizdbio ¢ cspécics arboreas. Algumas espécies
apresentam um grau relativamente alto de promiscuidade, como Acacia seyal e A. farnesiana, enquan-
to outras, como Sesbania marginata ¢ Pithecellobuim edwallii, parecem ser altamente especificas,
existindo entre estes dois grupos um gradiente de especificidade ou promiscuidade.

Na maior parte dos testes houve variagdo da efetividade das cstirpes sobre o crescimento das
plantas hospedeiras. Para algumas espécies, estirpes homdélogas foram cfetivas, mas para outras fo-
ram pouco efetivas ou até mesmo ineficazes. A efctividade de estirpes isoladas e inoculadas em
espéeies do mesmo género também pode apresentar variabilidade, e algumas estirpes podem atlé mes-
‘mo n#o induzir nodulagio, dependendo da espéeie, como em Acacia (Dreyfus & Dommergues, 1981)
e Aeschinomene (Alazard, 1985},

Varios géneros de leguminosas arboreas, nas trés subfamilias, podem ser nodulados por estir-
pes CR ou CL, como Dimorphandra, Chamuaecrista, Campsiandra, Anadenanthera, Leucaena,
Piptadeniu, Plathymenia, Prosopis, Acacia, Albizia, Calliandra, Enterolobfum, Inga, Pithecellobium,
Swartzia, Andira, Centrolobium, Dalbergia, Machaerum, Derris, Lonchacarpus, Sesbania ¢ Clitoria
(Lim & Ng, 1977; Pankhurst, 1977; Dreyfus & Dommergues, 1981; Lawrie, 1983; Padmanabhan et
al., 1990; Moreira, 1991). Para algumas espécies, a nodulagio por estirpes CR ¢ CL mostrou-se
efetiva ¢ em outras s6 um grupo nodulou efetivamente (Jenkins et al., 1987). Estes resultados indicam

grande potencial para respostas a inoculagdo com estirpes sclecionadas de nizobio.
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Tabela 4.5. Especificidade ou promiscuidade na nodulagdo de leguminosas arboreas por diferentes
estirpes de Rhizobium spp.

Estirpes inoculadas Estirpes noduliferas

Espécies testadas Hospedeiros Referéncia**
N° N° N°® N* %  Efetivi-
total géneros espécies total dade*
Pithecellobium edwalii 39 15 21 1 3 nd Ribeiro ¢t al. (1987)
Sesbania marginara 18 11 12 1 6 nd Campelo (1976)
Aeschynomene vilosa 15 | 7 2 13 E Alazard (1985)
Albizia lebbeck 39 15 21 13 33 nd Ribeiro et al. {1987)
Acacia albida 39 15 21 13 33 nd Dreyfus &
Domergues (1981)
Aeschynomene sensitiva 6 2 6 3 50 E, e Dupuy et al. (1992)
Acacia albida 15 3 8 8 53 | Lajudie et al. {1992)
Acacia senegal i5 3 7 3 53 E,e,I  Lajudie et al. (1592)
Sesbania grandifiora 15 3 8 ) 60 E,e,1 Lajudieetal. (1992)
Aeschynomene pratensis 15 1 7 10 67 E, 1 Alazard (1985)
Aeschynomene afiaspera 6 2 6 4 67 B,I Dupuy et al. (1992)
Seshania rostrata 15 3 8 10 67 E,e,I Lajudie et al. (1992)
Acacia molissima 18 11 12 12 67 nd Campelo {1976)
Leucaena leucocephalla 46 nd 4 43 93 E,e,I  Trinick (1980)
Acacia seyal 15 3 8 14 93 E,e,I Lajudieetal. (1992}
Acacia farnesiana 17 nd 4 16 94 E,e,I  Trinick {1980}
Acacia seyal 10 3 7 10 100 E,e,I Dreyfus &

Dommergues (1981)

*  Grau(s) de cfetividade encontradofs) entre as cstirpes noduliferas; onde: E = efetivo, & = pouca efetivo; [ = inefectivo; ud = ndo determinado.
*= Embora outeas espécies tenham sido estudadas por estes aulores, selecionaram-se, em cada trabalho, as espécies relalivamente mais promiscuas
e mais especificas.

A eficiéncia relativa de nddulos (Schubert & Evans, 1976) de Prosopis glandulosa foi maior
para isolados CR (> 0,50} do que CL (< 0,80} conforme Jenkins et al. (1987}, € ndo se correlacionou
com a efetividade simbidtica medida pela concentracdo total de N na parte aérea (Jenkins et al., 1987;
Virginia et al., 1984). Diferencas estatisticamente significativas (> 22%}) no contelido de N e acimulo
de matéria seca foram observadas entre plantas de Sesbania sp. inoculadas com estirpes Hup” e plan-
tas inoculadas com estirpes Hup™ (Saini et al., 1987). Os efeitos do metabolismo de hidrogénio no
crescimento de lsguminosas de grios podem ser separados em duas classes; ausente ou significante
(Neves & Hungria, 1987). Para espécies arbdreas € necessario que s realizem mais testes {espécies
vegetais e estirpes simbiontes) de modo a obter dados mais conclusivos. '
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Faria et al. (1984a) avaliaram a eficiéncia de estirpes de rizdbio em simbiose com seis espécies
arbéreas através da relagdo entre o conteiido de N na planta e peso de nddulos. Estirpes em simbiose
com plantas de N total acima da média foram consideradas eficientes. Estirpes induzindo N total
acima da média e peso de nédulos abaixo da média foram consideradas de eficiéncia superior e s6
foram obtidas para quatro espécies {uma para cada espécie). Plantas em simbiose com a maior parte
destas estirpes consideradas eficientes tiveram cerca da metade do N total das plantas que receberam
adubacgio nitrogenada, o que pode indicar um baixo potencial do nitrogénio obtido do ar (FBN} nestas
espécies ou condigdes inadequadas para que todo o potencial se expresse.

4.2.1.7. Fatores que limitam a FBN em leguminosas arbdéreas

Auséncia de nodulagiio ou nodulagdo ineficaz em determinada espécie, sob determinadas con-
dicGes ambientais, é decorrente de fatores limitantes ao estabelecimento, desenvolvimento e funcio-
namento da simbiose. Estes fatores podem set:

1 Caracteristicas intrinsecas da espécie hospedeira que a tornam incapaz de nodular ou fixar N, em
baixas taxas;

2} Auséncia de estirpes microsimbiontes especificas ou efetivas;

3) Edaficos (pH, toxicidade de aluminio; deficiéncia de nutrientes, especialmente fosforo, nitrogénio
combinado etc.); e

4) Climaticos (extremos de temperatura e umidade etc.).

Ja foi dito que existem informagdes sobre a capacidade de nodular de uma boa parte de espé-
cies arboreas. Caso a espécie nio possua nenhuma referéncia na literatura, com relagio a esta carac-
teristica, 0 melhor método € cultiva-la em condigdes de viveiro, em substrato naturalmente fértil ou
com adubagdo adequada, evitando adubagio nitrogenada e excesso de matéria orgénica que podem
imibir a nodulagfin. Também pode ser feita uma inoculagio com mistura de estirpes oriundas de outras
espécies arboreas (Magalhfes et al., 1982; Faria et al., 1984a, 1987a; Moreira et al., 1992). Virios
trabalhos de levantamento t€m sido realizados em condigBes de viveiro, pois nos ecossistermas flores-
tais em climax a nodulagio € geralmente ausente ou pouco freqiiente devido as condigdes de equilibrio
no ambientie quanto ac nitrogénio, ou seja, os “inputs” de N através da decomposi¢do da matéria
orgénica ou mesmo da dgua da chuva sdo suficientes para suprir as baixas demandas. De modo geral,
as analises do sistema radicular podem ser feitas de quatro a seis meses apds o plantio, porém algumas
especies (Andira spp., por exemplo), podem necessitar de um tempo maior para o aparecimento de
nodulos.

A auséneia de estirpes especificas no solo ou a presenga de populagdes de rizdbio ineficazes
tornam necessaria a inoculagdo com estirpes selecionadas quanto a eficiéncia e adaptagio as condi-
¢oes climaticas e eddficas locais. Diversos métodos tém sido descritos com este propdsito (Vingent,
1982}, porem, para as espéecies arboreas nativas de solos acidos tropicais, ainda é necessdrio um ajuste
dessas metodologias que foram, em sua maioria, desenvolvidas para espécies herbdceas de Areas tem-
peradas.

Ha indicagdes que existemn diferengas com relagiio ao potencial de fixagdo de N, entre espécies
arbéreas (Sanginga, 1992). Leucaena leucocephala e Gliricidia sepium podem fixar de 200 kg a 300
kg de N, enquanto Faidherbia (Acacia) albida apenas 20 kg a 30 kg de N. Este mesmo auntor assinala
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que podem ter efeito na quantidade e proporgdo do N, fixado: espécie e gendtipo da planta;
microsimbionte; idade da planta; e manejo de fatores ambientais.

Sanginga (1992) relata variagdes entre 20% e 68% no nitrogénio obtido do ar (FBN) entre
plantas de Gliricidia sepium, de diferentes procedéncias, enquanto que para plantas de Leucaena
leucocephala e Acacia albida, a variagdo encontrada foi respectivamente 37% a 74% ¢ 6% a 37%, de
acordo com a procedéncia {(Sanginga et al., 1990a). '

A acidez e toxicidade de aluminio, fatores comumente associados aos solos tropicais, podem
afetar as simbioses de leguminosas herbaceas (Carvalho, 1978; Munns & Franco, 1981). Para as
simbioses de rizébio com leguminosas arbdreas foi observada uma alta freqiiéncia de estirpes de
rizobio tolerantes a pH dcido (Silva & Franco, 1984; Souza et al., 1984; Moreira, 1991; Lesueur et al.,
1993). Alguns resultados demonstraram tolerdncia a até¢ 100 mM de Al (AL{SO,},), quando os testos
sdo realizados em meio sélido (Silva & Franco, 1984; Lesueur et al., 1993), enquanto em meio liquido
algumas estirpes apresentaram tolerdncia e outras foram extremamente sensiveis (Lesueur et al., 1993).

Silva & France (1984) observaram maior freqiiéncia de estirpes tolerantes & acidez (pH 4,5)
nas Caesalpinicideae (85,7%) e menor freqiéncia nas Papilionoideae (28,8%). As Mimosoideae
apresentaram 48,8% de estirpes tolerantes. Estirpes CR sdo geralmente consideradas menos toleran-
tes & acidez do que estirpes CL. Porém, a procedéncia da estirpe pode ser mais importante na sua
relagdo de tolerancia do que a caracteristica do crescimento (Silva & Franco, 1984). Estirpes nativas
de solos 4cidos se mostram mais adaptadas a estas condigbes do que estirpes isoladas de pH mais
elevado (Figura 4.5).

INPA 1-14b INPA |-07h ORS leucaena
D.0{560 nm)

1,51 1,5 -
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Figura 4.5, Crescimento de estirpes de rizébio em meios liquidos diferindo quanto ao pH (pHi = pH
inicial do meio; e pHf = pH final).
INPA 14B isolada de Clitoria racemosa CL, alc. INPA (7B e ORS Leucaena isoladas de
Lewcaena sp. CR, 4cido. Estirpes INPA 14B e INPA 07B isoladas de solos dcidos da
Amazdnia (pH = 4,0) e estirpe ORS Leucaena isolada de solo da Senegal, com pH proxi-
mo a neutralidade.
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O hospedeiro parece ser mais afetado pela acidez do que o rizdbio. Acacia mangium, Faidherbia
(Acacia) albida e Leucaena spp. sdo afetadas pela acidez do meio (pH =4,5), podendo existir diferen-
gas significativas entre as procedéncias de uma mesma espécie com relagdo a esta suscetibilidade
(Lesueur et al., 1993; Hutton, 1984). Estas espécies, porém, sdo origindrias de solos com pH mais
elevado. Em florestas tropicais, ¢ particularmente na Amazdnia, diversas leguminosas arbdreas cres-
cem ¢ nodulam em condigGes naturais, em valores de pH extremamente baixos (pH < 4,0) (Magalhdes
& Blum, 1984; Moreira et al., 1992). Franco (1984) assinala que a acidez gerada pela FBN na rizosfera
dessas plantas pode ser benéfica, aumentandc a disponibilidade de P para as plantas atraves da
solubilizagdo de rochas fosfatadas.

Fosfore

A deficiéncia de fosforo é um dos principais fatores limitantes do crescimento de plantas nos
solos tropicais, principalmente devido 4 imobilizagdo por fixagio nos oxidos de Al e Fe. Simbioses
mutualisticas com fungos micorrizicos ocorrem em vérias leguminosas permitindo que estas espécies
tenham bom desenvolvimento e nodulagio em sclos com baixos teores de nutrientes, especialmente o
P (Jasper et al., 1989; Herrera et al., 1993). De Faria et al. (1993) observaram que o crescimento e
nedulagdo de espécies arbdreas foram estimulados pela inoculagio com MVA, e que baixos teores de
P foram suficientes para obter os maiores incrementos, indicando que estas espécies tém baixo reque-
rimento de . A resposta a P também pode variar entre gendtipos de espécies arboreas (Sun et al,,
1992).

Temperatura

Uma das simbioses mais sensiveis a temperaturas altas € a do feijoeiro. Resultados recentes
demonstraram que estirpes isoladas de leguminosas florestais tolerantes a altas temperaturas e efici-
entes na nodulagdo do feijoeiro podem ser uma valiosa fonte de recursos geneticos para aumentar ¢
potencial da FBN nesta cultura (Hungria et al., 1993). A temperatura critica para FBN em Cyamapsis
tetregonoloba, por exemplo, situou-se entre 37°C ¢ 40°C e acima de 40°C no caso de plantas depen-
dentes de N mineral (Arayangkoon et al., 1990). Estirpes tolerantes a altas temperaturas podem

formar simbioses altamente eficientes com leguminosas arbéreas, como por exemplo em Mimosa
flocculosa (Cunha et al., 1994),

Umidade

Simbioses de leguminosas com rizdbio podem se estabelecer em condigdes extremas de seca,
como diversas espécies de Acuciu no Sahel africano, ou em condi¢des de longos perfodos de inunda-
¢Ao, como vdrias espécies nativas da Amazgnia, demonstrando uma ampla versatilidade adaptativa.
Em regides semi-dridas (zona ecoclimdtica do Sahel), importantes populagbes de Bradvrhizobium
vivem em solo sob vegetagio de Acacia albidu até 34 m de profundidade ao nivel do lengol fredtico
(Dupuy et al,, 1992). No deserto de Sonoran (Estados Unidos), populagdes maiores que 5,9 x 10°
células.g™ de solo foram encontradas a 6 m de profundidade ao nivel do lengo! fredtico sob Prosopis
glandulosa (Jenkins et al., 1987),
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Na Amazdnia, as margens dos rios sio inundadas periodicamente, podendo os pericdos de
inundagio se estender a até cinco meses. Quando o nivel das dguas desce abaixo do nivel do solo é
possivel observar, em muitas espécies de leguminosas, uma massa abundante de nédulos aflorando na
superficie do solo. A mnodulagio nos ecossistcmas periodicamente inundados é significativamente
maior que nos de terra firme (Moreira et al., 1992). Muitas leguminosas frutificam no perfodo de
inundago, utilizando a hidrocéria como estratégia para dispersio de suas sementes (Moreira & Moreira,
submetido).

A inoculagio com fungos micorrizicos também pode conferir mator tolerdncia a seca em
leguminosas arboreas noduliferas (Osonubi ¢t al., 1991).

N combinado

Espécies arboreas podem ser malis afetadas pelo N combinado do que culturas anuais porque
ocorre ampla variagio da FBN em virtude da idade e redistribuigio do N na planta e no perfil do solo,
devido a mineralizagfo da liteira (Sanginga, 1992).

A aplicagio de 40 a 80 kg de N pode reduzir em 50% a FBN em Leucaena leucocephala
(Sanginga et al., 1989). O grau de inibi¢do pode variar de acordo com a fonte de N aplicada. Baixos
niveis de nitrato diminuiram mais a produgio de nodulos em Acacia auriculiformis do que baixos
niveis de amonio (Goi et al., 1992). Por outro lado, pequenas doses de N podem beneficiar a FBN,
Em Cvamopyis tetragonoloba, a quantidade de N fixado duplicou em resposta 4 aplicagdio de uma
dosc "starter’'de N mincral (Arayangkooen ct al., 1990).

As respostas de diferentes procedéncias de uma mesma espécie ao N combinado também po-
dem variar. Sanginga (1992) sugeriu dois modos de aumentar a FBN em espécics arboreas na presen-
¢a de N combinado: desenvolver parcerias rizabio/hospedeiro mais tolerantes ou explorar diferengas
genéticas entre arvores para fixar N, na presenga de altos niveis de N no solo.

4.2.2. Simbioses com Frankia
4.2.2.1. Introdugio

Actinomicetos fixadores de N, do género Frankia estabclecem simbiose, com formacgio de
nodulos radiculares, em cerca de 279 espéceies de angiospermas, amaioria de porte arbustivo ou arboreo
(Baker & Mullin, 1992). O nimero de espécies vegetais actinorrizicas (1.e., que formam simbiose
com Frankia) & bem inferior ao das simbioses de rizébio com leguminosas (Tabela 4.6). No entanto,
sdo de extrema Importincia, pois:

- a capacidade de formar simbiose com Frankia se cstende a oito familias botinicas, indicando maior
versatilidade simbiotica deste microsimbionte;

- multas espécies actinorrizicas sio colonizadoras agressivas € capazes de crescer em solos degrada-
dos;

- muitas espécies sdo produtoras de madeira, lenha ¢ carvao ou t&m outros uses com potencial econd-
mico ¢ cooldgico.

Contudo, existe um enorme potencial para descoberta de novas espéeies actinorrizicas, dado
que trabalhos intensivos de levantamento em muitos ecossistemas ndo foram realizados {Gauthier et
al., 1984}, Na Amazdnia, por excraplo, ndo ocorrem os géneros até agora reportadas, como acti-
nm‘n’szOS, mas algumas amilias botinicas ds quais pertencem sfio representadas por outros géneros.



Tabela 4.6. Caracteristicas simbioticas e culturais de rizobio e Frankia.

Caracteristicas Rizdbio Frankia Referéncia
Simbidticas
Familias botinicas com Leguminosae Cuasuarinaceae Trinick, 1979
as quais pode estabelecer  Ulmaceae Myricaceae Bond & Wheeler (1980}
gimbiose Batulaceae Becking (1982)
Elgegnuceae
Rhamnacege
Coriariaceae
Rosaceae
Datiscaceae
Numero d¢ espécies =300 279 Viérios

hospedeiras conhecidas
atualmente™

pélos radicunlares,
epiderme, feridas

Tipo de infecgdo

Origem do nddulo cortex da raiz

externo as células
onde estdo os
bacteroides

Localizagio do tecido
vascular

Prcsenga de hemoglobina +

Cultarais

Temperatura otima 25°C-30°C
pH dtimo 6,0-7,0
Tempo de geragio 1,4-44.1h
Inibigdo da FBN por +
N-combinado**

Crescimento sob N, ** +

pélos radiculares,
epiderme

Baker & Mullin (1992)

periciclo da raiz Sprent (1989)

Miller & Barker (19806)

no centro do nodulo -

+ Appleby et al. (1983)
Tjepkema (1984)

25°C-35°C Jordan (1984)
Zhongze et al. {1986)
6,3-06,7 Jordan (1984)
Zhongze ct al. (1986)
24 - 48 h Hernandez & Focht {1984)
Zhongze ct al. (1986)
4 Jordan (1984)

Zhongze et al. (19806)

- Jordan (1984)
Zhongre et at. (1980)

* Incluindo também cspécies herbdceas e lianas,
** Considerando resultados de algumas cstirpes.
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Comparando-se com as simbioses de rizobio com leguminosas, observa-se que existem pou-
cos resultados sobre as simbioses com Frankia. Um dos motivos é relacionado a dificuldade de
isolamento do endofito. O primeiro isolamento de Frankia foi realizado quase 100 anos apés o pri-
meiro isclamento de rizébio (Beijerinck, 1888) de nddulos de Comptonia peregrina (Syn Myrica
asplenifolia) (Callaham et al., 1978). As principais limitagBes para o isolamento de Frankia sdo devi-
das a anatomia dos nddulos, que dificulta a eliminagic de contaminantes, e 4 sua baixa taxa de cresci-
mento em meios de cultura, considerados ainda nio seletivos (Tabela 4.6).

Casuaring e Alnus s30 os géneros de importincia econdmica mais estudados. Estimativas da
FBN em espécies destes géneros se situam entre 40 kg e 300 kg de N.haano™ (Becking, 1973),
indicando grande potencial em sistemas sustentados.

4.2.2.2, Morfologia, taxenomia e diversidade do microsimbionte

Quatro estruturas morfoldgicas de Frankia podem ser encontradas no interior dos nédulos:
filamentos de hifa, vesiculas, esporingios e esporos (Mansour & Torrey, 1991). Esporingios podem
ocorrer também em micélios externos ac nédulo (Cusato & Tortosa, 1993). Embora todas as estirpes
de Frankia testadas possuam a capacidade genética de formar espordngios in vitro, no interior dos
nodulos sé foram observados esporos em 16 espécies de nove géneros: Ainus, Casuaring, Ceanothus,
Comptonia, Dryas, Elaegnus, Hippophae, Myrica e Purshia (Torrey, 1987). Dois tipos distintos de
estirpes podem ser facilmente reconhecidos Sp.” (esporulantes no interior de nédulos) e Sp.™ (néo
esporulantes), que parecem diferir em sua capacidade infectiva, na efetividade e competigdo para
formacde de ndodulos (Kurdali et al., 1990).

A formacio de vesiculas parece associada a atividade da FBN, pois hd evidéncias de que as
vesiculas sdo o sitio da N ase, protegendo-a dos efeitos do O, (Meesters et al., 1987). Embora Frankia
em simbiose com Casuaring sé produza hifas no interior de nédulos que fixam N, ativamente (Zhang
& Torrey, 1985), 1solados de Casuaring formararm vesiculas in vitro e tiveram atividade da nitrogenase,
podendo ambas as caracteristicas ser simultaneamente inibidas por N combinado (Zhang et al., 1984;
Zhongze et al., 1986).

Nos tiltimos anos, apesar das dificuldades (Baker & O'Keefe, 1984), muitas estirpes de Frankia
foram iscladas em culturas puras de hospedeiros dos géneros Comptonia, Alnus, Elaegnus, Casuaring,
Ceanothus, Colletia, Discaria, Retanilla ¢ Trevoa (Carg, 1993). Todos os isolados de nddulos foram
atribuidos ao género Frankia com base em: '

1) Caracteristicas morfologicas tais como: formago de espordngios e vesiculas em culturas liquidas;

2} Compasi¢io quimica de certos constituintes celulares, como: parede celular tipo 111, fosfolipideo
tipo PI e presenga de 2-0-metil-manose;

3) Habilidade de fixar nitrogé€nio e nodular plantas (Lechevalier, 1984).

Em nivel de género, existe uma razodvel homogeneidade, enquanto em categorias taxondmicas
inferiores fo1 observado um grau considerdvel de heterogeneidade {Lechevalier & Ruan, 1984). Mé-
todos moleculares de andlise do perfil de restrigdo do DNA gendmico por endonucleases, determina-
¢do da composigdo de bases do DNA e homologia DNA/DNA também demonstraram diversidade

genética entre estirpes de Frankia, pois s6 foram encontrados baixos niveis de homologia (Akkermans
etal.,, 1991).
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Como os nodulos de Frankia geralmente apresentam colora¢iio interna branca, por muitos
anos se pensou que eles ndo contivessem hemoglobina. Resultados recentes, utilizando novos proce-
dimentos, confirmaram a presenga de hemoglobina em nddulos de Casuarina (Appleby et al., 1983;
Tjepkema, 1984; Sellstedt et al., 1994).

4.2.2.3. Relacdes simbiédticas

Devido &s dificuldades para isolamento de Frankia, vérios experimentos de inoculagdo em
hospedeiros utilizaram suspensio de nddulos macerados como fonte de indculo. Estudos comparando
esta fonte de indculo ao indculo procedente de culturas puras mostraram diferengas significativas nas
respostas obtidas (Gauthier et al., 1984; Mirza et al., 1994). Estas diferengas podem ser atribuidas &
presenga de mais de uma estirpe no nédulo, devido a sua infeceo multipla. Assim, embora a infecgio
de um tnico pélo radicular seja necessaria para formago do nodulo, geralmente a infecgio de virios
pélos radiculares proximos leva & formaggo de um Gnico nédulo. Desta forma, culturas puras ofere-
cem respostas mais consistentes sobre propriedades simbidticas das estirpes, embora os resultados ate
agora obtidos fornegam um quadro ainda confuso.

A existBneia de especificidade intergenérica na familia Casuarinaceae j& foi sugerida (Gauthier
etal., 1984). Contudo, varias estirpes isoladas de Casuarinag spp. falharam na nodulagdo de espécies
do mesmo género (Zhang et al., 1984). A estirpe Bull, isolada de Elaegnus umbellata, também nio
nodula o hospedeiro do qual foi isolada, mas nodula outras espécies de Alnus, Myrica ¢ Comptonia
(Baker etal., 1980). A estirpe ORS021001, isolada de Casuarina junghuhniana, nio noduia espécies
de géneros da mesma familia (4/loocasuaring ¢ Gymnospoma). Entretanto, vérias estirpes isoladas
de Casuarina nodulam membros de Flaegnaceae, como Hippophae e Elaegnus, sendo, por 1sso, suge-
rido que membros dessa familia sdo hospedeiros promiscuos (Zhang et al., 1984}, No entanto, a
estirpe AvCl1spp, isolada de A/nus, ndo nodula espécies daquela familia (Baker & Torrey, 1980).
Alnus spp. (Betulaceae) e Myrica (Myricaceae) foram noduladas efetivamente pela mesma estirpe
{Baker & Torrey, 1980; Huss-Danell, 1991). No trabatho em que foi testado o maior nimero de
estirpes de Frankia (50) em cultura pura (Baker, 1987}, estas foram divididas em guatro grupos de
especificidade hospedeira: 1) estirpes que nodulam Alnus e Myrica, 2) estirpes que nodulam Casuaring,
3} estirpes que nodulam somente Elagegnaceae ¢ Myrica e 4) estirpes que 36 nodulam Elaegnaceae.
Entre 08 hospedeiros, Myricu cerifera foi a que apresentou maior promiscuidade simbidtica. A falta
de estirpes que nodulem espécies das familias Coriariaceue, Datiscaceae, Rhamnaceae e Rosaceae e
de resultados sobre um maior niimero de inoculagdes cruzadas entre 1solados ja obtidos e varias espé-
cies de hospedetros resulta num quadro ainda incompleto sobre as propriedades simbidticas de Frankia,

Atribuem-se trés fungdes 4 atividade da hidrogenase: proteger a nitrogenase do O, prevenir a
inibiglio da N,ase por I, e recapturar a energia que poderia ser perdida como H,. A maioria das
simbioses de Fran/da estudadas apresentou atividade da hidrogenase {Sellstedt et al., 1994). Nos
nédulos de Casuaring, onde as vesiculas ndo estdo presentes, a atividade da H,ase ¢ particularmente
importante, conferindo protegdo & N,ase contra o O, (Sellstedt & Winship, 1987). Valores altos de
eficiéncla relativa (RE) da nitrogenase (0,81-1,00) foram encontrados em simbioses de Casuarina
spp. com a estirpe HFPCcl3, dando suporte a esta hipotese.
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4.2.2.4. Fatores limitantes

Mesmo cm dreas de distribuicio natural, algumas espécics actinorrizicas podem néo aprescn-
tar nodulacio e, fora de sua drea de distribuicio, a ocorréncia de nddulos &rara (Gauthier et al., 1984),
Nestes casos, a inoculagdo com estirpes adequadas é necessiria. In6culos comerciais de Frankia
ainda nfio sdo disponiveis devido a problemas de isolamento e cultivo j4 mencionados. O melhor
método, quando culturas puras nio forem disponiveis, € a inoculagdo dos “scedlings” com nddulos
ativos (redugio de acetileno), isolados da propria espécic, macerados. Diversos resultados tém de-
monstrado efeitos positivos da inoculagio com Frankia no desenvolvimento de plantas, tanto via cul-
turas puras como por nodulos macerados (Torrey, 1982; Weber et al., [987).

O gendtipo da planta também pode influenciar o potencial da FBN. A porcentagem de N
derivado da FBN (% Ndria) variou de 14% a 76%, entre diferentes procedéncias de Casuarinag
cunninghamiana, e de 25% a 75% para C. equisetifolia (Sanginga et al., 1990b). Emclones damesma
espécic de Alnus spp., obtidos a partir de culturas de tectdos, observou-se alta vanagdo na fixagio,
tendo os melhores clones excedido em 51% até 76% o crescimento de “scedlings”. Estes resultados
indicam guc podem-se obter ganhos genéticos a curto prazo através de melhoramento do hospedeiro.
A moculacio dos clones com Frankia resultou também em aumentos significativos de 25% a 33% na
producdo de biomassa (Tlendrickson et al., 1993).

4, 2.3. Outras simbioscs

Dentre as simbioses de espécies arboreas com microrganismos fixadores de N, as de rizoébio
& Frankia se destacam por sua importincia ccondmica e ecoldgica. No entanto, s3o reportadas outras
stmbioses para espéeies arboreas. Por exemplo, Ardisia e Psvehotriu, géneros das familias Myrsinaceae
e Rubiaceae, respectivamente, sdo nodulados nas folhas por uma bactéria nfo identificada (Miller &
Doneliey, 1987; Miller et al., 1983). Cycas ¢ Macrozamia (Gymuosperinae) sdo noduladas nas raizes
por cianobactérias de género Nostoc (Siqueira & Franco, 1988). Poucos resultados sdo disponivels
para estas simbioses.
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CAPITULO 5

MICORRIZAS ARBUSCULARES

José Oswaldo Siqueira’

5.1. Introdugio

Micorrizas sdo associagOes simbidiicas mutualistas formadas entre certos fungos do solo e
raizes da maioria das espécies vegetais, constituindo-se no estado natural das raizes da maioria das
plantas. Elas tém sido objeto de estudo desde o século passado, quando, em 1885, o botdnico alemio
Albert Bernard Frank usou o termo micorriza para descrever este fendmeno de ocorréncia generaliza-
da na terra ¢ especulou sobre scus efeitos benéficos para a nutrigiio e crescimento das plantas, posigio
contrdria aos estudiosos da época, que as consideravam de natureza parasitica { Trappe & Berch, 1985).
Mais tarde, o proprio Frank demonstrou experimentalmente a natureza mutualista das micorrizas,
considerando-as “um orgio morfologicamente independente, mas com dependéncia fisiologica inti-
ma e reciproca”. Os fatos ¢ consideragdes feitos por ele foram confirmados pelos pesquisadores
atuais e serviram de base para a micorrizalogia, que ocupa hoje posi¢io de destaque no mundo todo.

As micorrizas existern desde ha 400 milhdes de anos, e o cardter mutualista das mesmas
contribui para sobrevivéncia e evolugdo das plantas terrestres e dos fungos (Harley & Smith, 1983),
pois o fungo simbionte aumenta a capacidade da planta de absorver nutrientes do solo, favorecendo
sua nutri¢do, enquanto a planta fornece fotossintatos para o fungo que é incapaz de realizar fotossintese.
O mutualismo entre o fungo e as raizes é favorecido pela: a) existéncia de uma fase biotrdfica persis-
tente; b) compatibilidade estrutural e fisioldgica entre os parceiros; e ¢) pela habilidade dos simbiontes
de atuarem de maneira reguldvel.

Baseando-se na morfoanatomia das raizes colonizadas (Figura 5.1), as micorrizas sdo agru-
padas em ectomicorrizas, ectendomicorrizas ¢ endomicorrizas (Tabela 5.1), diferindo substancial-
mente em relagio a outras caracteristicas funcionais e ecologicas. As ectomicorrizas sdo caracteriza-
das pela penetragdo apenas intercelular do cortex pelo micélio fungico e formagio da “rede de Hartig”
em substituigdo a lamela média e do manto que recobre a superficie da raiz. A micorrizagdo ocorre
apenas nas raizes laterats ou absorventes, as quais sofrem modificagdes morfologicas muito acentua-
das e visiveis a olho desarmado. As ectendomicorrizas sio geralmente ectomicorrizas com penetragio
intracelular, havendo diferengas anatémicas de acordo com a planta hospedeira como em subgrupos
das coniferas e de espécies das Ericales, como nos géneros Arbutos e Monotropa. As endomicorrizas
caracterizam-se pela auséncia de manto externo, alteragdes morfoldgicas visuais e pela penetragéo
inter e intracelular do fungo no cortex. Elas sdo de ocorréncia generalizada e subdivididas em Ericdides
(ordem Ericales x Ascomicetos), Orgquiddides {Orchidaceae x Rhizoctonia) ¢ Vesiculo-arbusculares

'Professor, Ph.I2., Escola Superior de Agricuttura de Lavras (ESAL), Caixa Postal 37, CEP 37200-000, Lavras, MG,
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Vesiculo-arbusculares ou Arbusculares (maioria das espécies x Zigomicetos da ordem Glomales). As
endomicorrizas ericdides e orquiddides, bem como os outros dois tipos, sido de ocorréncia restrita a
certos ecossistemas, de pouco interesse agrondmico e no serdo abordadas neste capitulo. Aspectos

basicos e aplicados destes tipos de micorrizas, podem ser encontrados em Marks & Kozlowski (1973),
Harley & Smith (1983) e Allen (1992), dentre outros.
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Figura 5.1. Sistemas micorrizicos ¢ suas caracteristicas anatdmicas.
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Tabela &.1. Caracteristicas diferenciais dos diversos tipos de micorrizas.

Tipo de micorriza

Principais caracteristicas

Arbuscular ou vesiculo-arbuscular

Ectomicorriza

Ericoide

Orquidoide

Ectendomicorriza

Ocorre na maioria das plantas vasculares (= 300 mil espé-
cies).

Zigomicetos da ordem Glomales (= 140 espécies).
Cosmopolita, mas tipo predominante nos tropicos,
Penetragio inter e intracelular (arbasculos).

Vesiculas em certas espécies € esporos caracteristicos.
Fungo asseptado e biotréfico obrigatdrio.

Sem evidéncia de especificidade hospedeira.

Arvores e arbustos especialmente as de clima temperado
Maioria Basidiomicetos e poucos Ascomicetos (+ 5000
espécies),

Predominante em clima temperado e menos comum nos
tropicos.

Penetracio apenas intercelular (rede de Hartig). Forma-
¢ao do manto e alteragio morfoldgica visivel a olho de-
sarmado.

Apresenta certa especificidade hospedeira.

Membros das Fricales com raizes finas como Calluna e
Veaccinium.

Ocorréncia muito reduzida, restrita a certos ecossistemas.
Ascomicetos (septados) com penetragiio inter e
intracelularChifas enroladas).

Elevada especificidade hospedeira.

Membros da familia Orchidaceae com estirpes de
Rhizoctonia (septado).

Ocorre nas florestas tropicais e temperadas.

Penetracfo inter e intracelular (pelotdes).

Alta especifictidade hospedeira.

Membros das Zricales como Arbuias e Monotropa.
Basidiomicetos, muitos dos quais sdo ectomicorrizicos.
Penetragio inter e intracelular, manto (facultativo) com
rede de Hartig.

Acentuada modificagdo morfoldgica na raiz.

Elevada especificidade hospedeira.
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As micorrizas arbusculares (MAs) parecem ter evoluido nos tropicos {Pirozynski, 1981},
apresentam pouca ou nenhuma especificidade na relagio fungo-hospedeiro € ocorrem de modo gene-
ralizado namaioria das espécies e ecossistemas, sendo consideradas uma simbiose universal { Nicholson,
1967). Excegdes notavels a condi¢do ndo-micorrizica, incluem membros das famihas Brussicaceuae,
Comelinaceae, Juncaceae, Proteaceae, Cyperaceae, Chenopodiaceae ¢ outras. Das espécies de inte-
resse agrondmico, 87% das Cruciferas (nabo, canola, mostarda, repotho), 61% das Chenopodiaceae
(beterraba), 37% das Poligonaceae (“buckwheat™), 4% das leguminosas {tremogo) € membros da
Amarantaceae nao formam MAs (Thompson, 1994). As razdes para a resisténcia das plantas &
micorrizagdo parecem ser de natureza evolucionaria € ndo sdo conhecidas com exatiddo. No entanto,
a condigdo nao-micorrizica pode resultar do seguinte; a) produgdo e acimulo no cortex de compostos
fungistéticos, como certos compostos aromaticos em leguminosas, como tremogos, € glicosinolatos
nas cruciferas; b) quantidade insuficiente de exsudatos ou de certos constituintes destes; ¢) auséncia
de fatores quimicos estimulantes que atuariam como sinais moleculares ou mediadores nutricionais; e
d) outras raz8es, como auséncia de reconhecimento e aderéncia do fungo ac hospedeiro e barreira
fisica ou quimica na parede celular. Mecanismos distintos podem atuar nas diferentes espécies nio-
micorrizicas. Estima-se que as MAs ocorrem em quase 300 mil espécies e sao tdo vethas quanto as
plantas terrestres (Jeffries, 1987). Devido a essa ocorréncia generalizada e aos beneficios para a
planta hospedeira e para o funcionamento do ecossistema, elas sdo de grande significincia ecoldgica
e agricola e t€m sido objeto de grande volume de pesquisa basica e aplicada (Allen, 1992; Janos, 1983;
Jeffries, 1987). As MAs sio de interesse especial para as regides tropicais e subtropicais, especial-
mente para o Brasi! devido: a) baixa fertilidade dos sclos e elevado requerimento de nutrientes pela
maioria das culturas; b) condigbes ambientais estressantes; ¢) alta proporgdo de minifundiarios com
pequeno poder aquisitivo; d) suprimento limitado de fertilizantes em certas dreas; e) alto custo dos
financiamentos agricolas; f) possivel exaustdo dos depdsitos de fosfatos; e g) preocupagiio crescente
com a qualidade ambiental, visando minimizar os impactos da poluig¢io do solo e dgua e do
desmatamento sobre o ambiente.

Assim, as MAs sdo componentes importantes dos ecossistemas e desempenham papel crucial
para sua funcionalidade € sustentabilidade. A biologia, ecologia, efeitos no crescimerito das plantase
aplicagbes dos fungos formadores das MAs sio abordados nos topicos seguintes deste capitulo.

5.2. Formacio ¢ Funcionamento da Simbiose
As MAs resultam de uma segiiéncia complexa de interagBes entre a hifa fungica e células das
raizes que estabelecem uma relagdo simbidtica representada por um estado dindmico com perfeita
integragido morfolégica, fisioldgica e funcional. Embora algumas etapas fenoldgicas do estabeleci-
mento desta simbiose sejam bem caracterizadas, muito pouco se conhece dos mecanismos bioquimicos
e moleculares da interagdo fungo-planta. Ao contririo do que se verifica em outros sistemas simbigticos
entre plantas e microrganismos, ndo existe evidéncia de especificidade na relagdo fungo-planta nas
MAs, no que refere a colonizagio, mas existe, no entanto, um alto grau de “compatibilidade functo-
nal” que determina a efetividade simbidtica da relacio {Gianinazzi, 1991, Koide & Schreiner, 1992).
As expressdes fenotipicas nas MAs sfo determinadas pelo genoma do fungo e da planta, dos
quais quase nada ¢ conhecido até o presente. A capacidade de formar MAs é restrita a um grupo de
fungos pertencentes a trés familias da ordem Glomales dos Zigomicetos {ver item 5.3.1.), das quais
sao conhecidas em torno de 140 espécies, distribuidas em apenas seis géneros. Estes fungos sio
simbiontes obrigatorios, com reprodug2o assexuada e ainda ndo foram cultivados em meios de cultura



na auséncia de raizes vivas. O carater de biotrofico obrigatério dificulta os estudos basicos da biclo-

gia destes fungos, bem como limita sua aplicagfio em larga escala. Ainda niio séo conhecidos os genes

e os fatores genéticos que controlam o ciclo de vida, a infectividade (ou viruléncia) e eficiéncia

simbidtica destes fungos e os aspectos moleculares da sua relagdo com a planta hospedeira. O ciclo de

vida dos fungos MAs envolve ctapas distintas (Tabela 5.2) na auséncia ¢ presenca de raizes vivas,

Estruturas reprodutivas, como esporos (Figuras 5.2 e 5.3), hifas e micélio, sobrevivem como propagulos

na auséncia de raizes e, quando na presenca destas, colonizam o cortex radicular e estabelecem relagdo

simbidtica, que garante a produgfo de novos propigulos e também de um ciclo peliciclico (Wilson &

Tommerup, 1992}, Narizosfera, os esporos gerrminam, produzem micélio, hifas infectivas e apressorio,

através do qual penetram a raiz, onde se estabelece ¢ coloniza parte do cortex, e diferencia formando

os arbisculos {estruturas intracelulares), que s3o os pontos de troca de metabdlitos entre os parceiros
da simbiose. Formados os arbisculos, ocarre a integragdo morfoldgica, fisioldgica, bicquimica ¢
funcional e o estabelecimento do “mutualismo”, resultando no micotrofismo {ahsorgdo de nutrientes,
via fungo), que favorece o crescimento da planta e o biotrofismo (tluxo de fotossintatos do hospedeiro
para o fungo), & garante a propagacdo e sobrevivéncia do fungo (Siqueira, 1991). Os principais com-
ponentes ¢ fases do ciclo dos fungos e MAs, bem como os eventos biologicos € Tatores envolvidos no
estabelecimento ¢ funcionamento das MAs, sdo bem discutidos em Brundrett { [1991) e Abbott & Robson

(1991} e encontran-se resuinidos na Tabela 5.2. Siqueira (1991) e Koide & Schreiner (1992) discu-

tem as fases e os principas aspectos da relagdo fungo-planta, os quais estdo resumidos a seguir;

a) Germinagio dos esporos - pode ser favorecida na rizosfera, mas nao sofre influéneia especifica da
presenca da raiz, exsudatos ou seus componentes.

b) Crescimento assimbiotico narizosfera e na superficie das rafzes - & estimulado por fatores nutricionais
produzides e liberados pelo hospedeiro, os quais induzem a melhor utilizagfio de reservas endogenas
do esporo ou atuam como ativadores de genes de crescimento. Alguns compostos voldteis, CO, e
flavonoides podem atuar como agentes estirnulantes.

¢) Reconhecimente e formacio de apressorio - € uma etapa ainda pouco conhecida, mas pode envol-
ver a indugdo de genes especificos que controlam o carater simbidtico do fungo e a resisténcia do
hospedeiro  invasio. Por ser um sistema nio-patogénico, a planta niio apresenta respostas tipicas
como aquelas veriticadas na relagiio patdgeno-hospedeiro. Compostos orgnicos presentes nos
exsudatos, como os flavonéides, podem facilitar o contacto célula-célula entre os simbiontes e
facilitar a colonizagiio micorrizica. As indicagdes do envolvimento de genes do desenvolvimento
das MAs no hospedeira, como os genes “Mygc especificos”, “Myc repressores” ¢ “Myc facilitadores™,
sao evidéncias do mecanismo preciso de controle desta simbiose (S.E.Smith, Comunicagio pesso-
al),

d} Penetragiio da raiz e colonizagio do cdrtex - parecem estar sujeitas a uma regulagdo funcional

resultante do alto grau de compatibilidade fungo-planta, envolvendo respostas fisiolégicas como a

produgdo de enzimas & hormdnios. A presenga de enzimas especificas “micorrizinas” indica o

envolvimento de mecanismos genéticos e a perfeita integra¢iio bioguimica entre as parceiros,

Formagio de arbusculos e estabelecimento da relagfio simbidtica - resultam de mecanismaos ainda

desconhecidos que podem envolver uma complementaridade genética da relagiio fungo-planta, ad-

quirida durante os mithdes de anos da co-evolugo. Estas podem ser mediadas por mecanismos
taficos ou sinais moleculares, os quais estiic sob controle genético (letra d) e sdo modulados pelo
ambiente,

AL
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f) Funcionamento do mutualismo - a planta fornece fotossintatos que servem como fonte de energiae
possivelmente fatores de crescimento, enquanto o fungo absorve e transfere nutrientes minerais
como o fosforo. Mecanismos de ajustes fisioldgicos na planta compensam ¢ dreno energético
causado pelo fungo na raiz.

Em termos praticos, o estabelecimento das MAs ¢ determinado pela densidade de propigulos,
que determina o potencial de indculo ou infectividade, e pelas caracteristicas do hospedeiro, como sua
propria suscetibilidade & micorrizagio e crescimento das rafzes, considerando que a chamada “hifa
infectiva” intercepta uma raiz suscetivel por acaso. N#o hd atragfio especifica ou direcionada do
crescimento micelial na rizosfera (Ver Allen, 1992, capitulo 1).

Tabela 5.2. Principais fases e eventos do ciclo dos fungos e das micorrizas arbusculares. Adaptado
de Brundrett (1991).

Fase ou componente do ciclo

Evento, mecanismo e fatores

Propagulos fungicos
(esporos, hifas, raizes)
Raizes do hospedeiro
Hifa na superficie da raiz
Penetragdo daraize
colonizagdo do cértex
Sitios de troca

Processos de troca ativa

Hifa ativa no solo

Senescéncia das
estruturas fungicas

Formagdo de propagulos

Senescéncia da raiz

Sobrevivéncia, dispersdo, dorméncia, ativagio, crescimento
micelial.

Suscetibilidade, raizes novas, nutrigdo, taxa de crescimento e
exsudagdo.

Proliferagdo, reconhecimento do hospedeiro, hifa infectiva,
apressorio,

Compatibilidade com hospedeiro e alteragdo morfoldgica do
fungo.

Penetragio celular, ramificac@o (arbisculos) e resposta do
hospedeiro.

Duragio limitada e regulada pela relagio fungo-planta-ambi-
ente. :

Absor¢do de nutrientes, exploragdo do solo, colonizagdo se-
cundaria e terciaria,

Degeneragio dos arbdsculos, armazenamento nas vesiculas.
Esporos, micélio e rafzes colonizadas.

Perda do cortex (morte e parasitismo) e reciclagem dos nutri-
entes,
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Figura 5.2. Esporo do tipo azigosporo, com hifa
de sustentagao, pertencente ao género
Scutellospora, espécie ndo descrita,
coletado em solo de cerrado, com
didmetro médio = 150 p.

Figura 5.3. Esporo sem hifa de sustentagdo
(sessil), do género Entrophospora, 8
com diametro médio = 100 p.

Q



Embora algum avango tenha ocorrido nos Gitimos cinco anos, muito pouco se conhece sobre
as bases moleculares do estabelecimento das MAs. Siqueira (1991) discute trés aspectos importantes
deste topico:

a) Sinais moleculares - Plantas de trevo deficientes em fosforo produzem exsudatos radiculares capa-
zes de promover grande estimulo no crescimento do fungo, ao contrario daquelas bem supridas em
fosforo (Elias & Safir, 1987). Respostas semelhantes sio verificadas para culturas de calulas de
planta hospedeira crescendo em meio pobre em nutrientes {Paula & Siqueira, 1990). Virias subs-
tincias foram iscladas ¢ identificadas nestas plantas (Nair et al., 1991; Rhlid et al., 1993}, Amos-
tras auténticas destes compostos estimulam o crescimento assimbidtice de fungos MAs e a coloni-
zagdo micorrizica. Apesar das evidéncias experimentais, ainda nio existem provas qualificativas e
defini¢io dos mecanismos de ng¢do destas substincias sobre o fungo e sua relagio com a planta,
Mecanismo de reconhecimento e formagio de apressorio - A formagio de apressorio € um evenlo
fenotipico bem definido, mas o mecanismo de reconhecimento € fundamentade em evidéncias
circunstanciais nas MAs, baseando-se em analogia desta associagio com owtros sistemas simbidticos.
& necessirio conseguir evidéncias bioguimicas do reconhecimento fungo-planta. A descoberta de
mutantes Myce” representa grande avanga nesta drea.
¢) Penetragiio, colonizagio e formagio de arbiisculos - Requer a formagio de apressorio e atividade
enzimditica bem balanceada. Mecanismos de controle da penetraciio e indugio da formagio de
arbusculos precisam ser elucidados,

Um quarto aspecto importante do estabelecimento das MAs é a regulagiio da transferéncia de
metabdlitos entre o funge ¢ a planta e o custo energético da simbiose. Diversos estudos apontam que
plantas micorrizadas translocam entre 3% a 13% mais carbono fixado para as raizes que plantas sem
MAs (ver Sehwab et al., 1991}, Assim, as MAs representam elevado custo energéltico para a planta
hospedeira, que se ajusta simbioticamente de modo a compensar este dreno extra de energia que &
consumido nas raizes. No entanto, estima-se gue os custos para manter as MAs so da mesma magni-
tude que aqueles gastos com a absorgo de nutrientes “per se” e, seguramente, muito menores do gue
se a planta hospedeira tivesse que produzir raizes suficientes para alingir atividade de absorgiio equi-
valente a das raizes micorrizadas. Desse modo, esta simbiose representa uma estratégia vantajosa
para a planta enfrentar condigdes estressantes de crescimento e, certamente, uma garantia de sobrevi-
véncia do fungo, que & biotrofico obrigatorio.

b

5.3. Ecologia das MAs
5.3.1. Avaliacao da ocorréncia

As MAs constituem a regra na natureza, € niio a excegéio, sendo de ocorréncia generalizada
nas Fanerdgamas, € os fungos que as formam siic predominantes dentre agueles normalmente encon-
trados na nizosfera ou colonizadores de raizes. Apesar de ser o tipo de micorriza predominante nas
plantas vasculares, as MAs niio despertavam muita atengfio até pouco tempuo, porque os fungos que
formam as MAs siio biotrdéficos obrigatérios e, portanto, nio aparecem nos isclamentos de microrga-
nismos do solo ou de raizes e porque a associagdo € tio bem balanceada que raizes micorrizadas nio
maostram sintomas visuais da simbiose. Ao conirdrio do que se verifica nas ectoinicorrizis, que po-
dem ser detectadas pelas alteragdes visuais das raizes colonizadas e presenga dos corpos de frutificagio
macroscdpicos dos fungos simbidticos (basiodicarpos e ascocarpos, na maioria), nas MAs nio ocor-
rem alteragtes morfologicas vistas a olho desarmado € os fungos sdo microscopicos (Figura 5.2).
Para detectar e quantificar a presen¢a das MAs, siio necessirios procedimentos especificos, quais
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sgjam: a) observagiio e avalinagdo micrascopica das raizes quanto & presenga do fungo e estruturas
tipicas como arbusculos, vesiculas € esporos; b) extraciio e separagio dos esporos do solo, cuja presen-
¢a ¢ indicativo da ocorréncia da associagio no ecossistenia; e ¢) bioensaio para determinagio da
infectividade do sclo e do nimero mais provavel (NMP) de propdgules no solo. As diversas alterna-
tivas operacionais para a avaliagdo da acorréncia das MAs e suas reiaqocs ecoldgicas acham se resu-
midas na Figura 5.4.

Amostras de raizes lavadas podem ser observadas duetdmcnte pela presenga de estruturas
fungicas usando microscopia de fluorescéncia, mas isto requer muita experiéncia do observador e tem
aplicagao muite limitada a certas espécies vegetais. O procedimento mais segure € amplamente
empregado consiste na clarificagiio e alvejamento das rafzes com produtos quimicos e posterior colo-
ragdo com corantes, coma azul de tripano e fucsina dcida, os quais evidenciam com muita seguranca
as estruturas microscopicas do fungo na raiz. O procedimento laboratorial & relativamente simples,
existindo diversas alternativas conforme descrito em Daipe (1993). Os resultadoes obtidos para colo-
nizagdo micortizica dependem do procedimento adotado, podendo ser expressos de diversas maneiras
como, por exemplo, porcentagem dos segmentos colonizados, porcentagem do comprimento de raiz
colonizada, intensidade da colonizagio & porcentagem de colonizagio arbuscular, Dois aspectos im-
portantes na avaliagiio da colonizagdio sio a amostragem e a identificagiio das estruturas fiingicas nas
raizes. Deve-se selecionar apenas as raizes finas (< 2mm de didmetro) e tomar o cuidado de distinguir
as estruturas dos fungos Glomelianos daquelas dos saprafitas ou parasitas, normalmente também
associados as raizes. Os fungos MAs (Glomales) sio asseptados (hifas cenociticas, sem septos) en-
quanto os outros, na grande maioria, sdo septados e podem ser distinguidos mesmo com baixa ampli-
acgdo microscdpica, Os fungos das M As sdo caracterizados microscopicamente pela presenga de hifas
nilo-septadas e/ou estruturas tipicas inter e intracelular no eortex e micélio externo (extra-radicular),
também asseptado. Os arbdsculos sdo formados dentro das células enquanto as vesiculas, que s
ocorrem em certas espécies de FMAs, podem ser formadas entre ou no interior das células, Algumas
espécies de fungos formam também esporos dentro das raizes, como espécies clamidosporicas do
género Glomus (Ex. Glommus intraradices). Neste caso, distinguem-se esporos intra-radiculares das
vesiculas, pela espessura e estrutura das paredes. Esporos tém paredes muito espesms (quc podem ser
laminadas) enquanto as vesiculas t&m paredes finas.

Outra maneira de avaliar a ocorréncia das MAs ¢ o isolamento e extragdo dos esporos daos
FMAs da solo, para contagem do numero de esporos, ¢ a determinagiio da densidade de propdgulos e
nfectividade do solo, pelo método do nimero mais provavel (NMP). Os diversos procedimentos
encontram-se também descritos em Dalpe (1993). Entre estes, o mats eficiente e simples & o
peneciramento via imida, que consiste em fazer uma suspensio do solo em dgua € o peneiramento
através de uma séric de peneciras com malhas, variande de 0,35 mm a 0,45 mm de abertura. Os
materiais retidos nas peneiras intermedidrias e na mais fina sdo retirados e centrifugados em dgua e
sacarose {1M), em centrifugas com rotor horizontal com tubos balangantes. s esporos ficam no
sobrenadante dos tubos e sfio {avados com agua corrente e transferidos para placas para observagao e
COntagern em imicroscopio estereoscapico, em baixa ampliagio. Grupos homogéneos de esporos sdo
montados em laminas, contendo fixadores como PVL (élcool polivinil em lactofenol), para caracteri-
zagdo microscopica detalhada (100-1000 vezes de aumento) e posterior classificagiic taxonomlca
{Schenck & Perez, 1987).
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Figura 5.4. Segiiéncia operacional para avaliacdo da ocorréncia e relagdes ecolégicas das MAs.,

Os fungos que formam as M As pertencem a classe Zigomicetina, ordem Glomales, que tém
apenas as familias Glomaceae, Acanlosporaceae e Gigusporaceae, cada uma com apenas dois géne-
TOS, cujas principais caracteristicas encontram-se na Tabela 5.3. A taxonomia destes fungos ¢ basea-
da essencialmente em caracteristicas fenotipicas dos esporos, que sio assexuados e apresentam eleva-
da diversidade de cor, tamanho, forma (Figuras 5.2 e 5.3) e caracteristicas da parede {espessura,
arranjamento € numero), dentre outras (Morton & Benny, 1990). Sio conhecidas atualmente cerca de
140 espécies descritas, as quais ocorrem nos diversos ecossistemas terrestres, sendo o género Glomus
0 que apresenta maior numero de espécies (em torno de 70) seguido por Acanlospora € Scutellospora.

As espécies vegetais diferem gquanto & suscetibilidade 4 micorrizagio, existindo espécies que
nic formam micorrizas de tipo algum. Considerando as informagdes disponiveis para as plantas
tropicais, Trappe {1987) relata que 13,4% das espécies sda nic-micorrizicas, 70,9% formam MAs e
15,7% formam outros tipos de simbiose radicular com os fungos. Grandes diferengas intra-especifi-
cas ¢ em nivel de ecotipo, clone e cultivar quanto a micorrizagio podem ocorrer, principalmente em
espécies cultivadas submetidas a intenso programa de melhoramento genética, que pode, ao longo do
tempo, selecionar individuos pouco suscetiveis pu até mesmo resistentes & micorrizagio (Hetrick et al.
1992; Johnson & Pfleger, 1992).



Tabela 5.3. Familias, géneros e principais caracteristicas dos fiingos MAs (Morton & Benny, 1990; Morton, '1988).

Familia . Género
Acavlosporaceae Acanlospora
A;azrlo&paraceae Enfrephospora
Gigasporaceae Scutellospora
Gigasporaceae Gigaspora
Glomaceae | Glomus
Glomaceae .Sc!erocysfis

Tipo deesporo  Diimetro N°de Hifa de Células Esporo-  Vesi-
médio{) paredes sustentaclo auxiliares carpo culas
Azigosporo 100-300 2-5 sessil ndo ndo/sim  sim
Azigosporo <100 2-5 sessil nao ndo sim
Azigosporo > 300 3-6 bulboso stm nao néo
Azigosporo > 200 12 bulboso §im nao nao
Chiamidosporo <200 1-3 forma funil  ndo sim/ndo sim
Chlamidosporo < 100 I forma funil  nio sim sim

191
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A ocorréneia das MAs é entdo determinada pela vegetagio e pelo ambiente do ecossistema
{Johnson et al,, 1992b). Trufem & Bononi {1985) propuseram a existéncia de quatro padrdes de
ocorréncia de fungos MAs em ecossistema ndo-alterado do Estado de Sao Paulo, que sio:

a) Espécies que ocorrem na maioria dos hospedeiros durante todo o ano;

b) Espécies que ocorrem em grande densidade no solo, mas sio restritas a certos hospedeiros e épocas
do ang;

¢) Espécies com baixa densidade, mas sem restri¢io de hospedeiros ou época do ano; e

d) Espécics com baixa densidade em poucos hospedeiros e em epocas restritas.

Os esporos acham-se presentes em quase todos os solos, sendo extremamente reduzidos cu
inexistentes naqueles fumigados, severamente perturbados pela erosio, nuineracdo, construgio civil e
longos periodos de pousio ou inundagio (Abbott & Robson, 1991; Brundrett, 1991). A dispersio dos
propagulos ocorre por disseminagio ativa, através do crescimento do micélio e raizes colonizadas, e
por dispersio passiva, pelo vento, micofagia, oligoquetas, pdssaras, insetos, Agua, transporte de solo e
de mudas de plantas. A diversidade fangica varia muito em virtude do ecossistema (Tabela 5.4),
sendo encontradas de duas a 33 especies por ecossistema (Brundrett, 1991).

Tabela 5.4. Ocorréncia e diversidade relativas de fungos MAs em diferentes ecossistemas/

agrossistemas.
Ecossistema /Agrossistema (Exemplo) Fungos MAs
Ocorréncia Diversidade
Nio-alterado (cerrado, mata) Baixa Alta
Agro-baixo insumo (rotagdo de cultura) Alta Média/Baixa
Agro-manejo intensivo (hortalicas, irrigagio) Baixa ' Muito baixa
Altamente alterado (drea de mineragao) Muito baixa ' Baixa

5.3.2. Fatores que afetam a ecorréncia

As MAs sao reguladas pelas caracteristicas da planta, do funge e pelos fatores ambientais
(solo e clima). O conhecimento das relagGes ecologicas no sistema micorrizico é essencial para pro-
gramar o uso efetivo desta simbiose na agricultura comercial e para conhecer e avaliar a atividade
destes fungos e sua simbiose como um componente funcional dos ecossistemas. Grande volume de
informagdes acha-se disponivel sobre os efeitos dos diversos fatores que afetam a formagio, fungio e
ocorréncia das MAs, conforme listados na Tabela 5.5, As condigOes ou fatores que geralmente redu—
zem a ocorréncia das MAs encontram-se na Tabela 5.6,
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Tabela 5.5. Prncipais fatores que afetam a formacfio e ocorréncia das MAs, conforme o componente,

Componente Principais fatores

Solo Disponibilidade de nutrientes, pH, elementos toxicos, salinidade, textura, es-
trutura e agregagao, densidade, umidade, organismos.

Planta Espécies, variedade, cobertura vegetal, nutrigio, idade, ciclo e taxa de cresci-
mento, alelopatia, sistema radicular, exsudagfo, senescéncia.

Ambiente _ Intensidade luminosa, temperatura, estagdo do ano, precipitagdo, poluicdo at-
mosférica e do sole.

Manejo Historico da area, tipo de cultivo, erosio, irngacdo, fertilizantes e corretivos,
controle de ervas daninthas, pastejo e uso de biocidas.

Tabela 5.6. Condigdes e fatores que reduzem a ocorréncia das MAs (Johnson & Pfleger, 1992;
Thompson, 1994; Abbott & Robson, 1991).

Condicio

Mecanismo ou processo

Eliminacdo da vegetagao
Perda da camada aravel do solo
Cultivo intensivo

Sistema de produgio

Mellioramento vegetal
Uso de fertilizantes
Uso de pesticidas

Inundagio e empilhamentc do solo

Desmatamento, fogo, pastejo intensivo, poluigio atmosfénca.
Erosido, decaptagio do solo, compactagfo.
Quebra da macroestrutura contendo micélio,

Monocuitura prolongada, cuitivo de espécie ndo-hospedeira,
pousio prolongado.

Selegdo inadvertida para genotipos nio-micorrizicos,
Quantidades elevadas ou desbalanceadas.
Produtos sistémicos e fumigantes.

Reduz a viabilidade dos propagulos e a colonizagéo.




Arelagiio entre a colonizagiio micorrizica e densidade de esporos com as propriedades fisicas
e quimicas do solo variam consideravelmente. Em geral, a incidéncia das MAs é maior quando as
condigoes de crescimento estdo abaixo do Gtimo para a espécie hospedeira. Colonizagiio e esporulagao
sdo maximas em solos de baixa fertilidade, sendo a disponibilidade de N e P os fatores que comumente
exercem maior influéncia (Figura 5.5a). Os niveis de P no solo interferem na colonizagiio ¢ na
esporulagio dos fungos MAs (Figura 5.5b e 5.5¢), sendo os efeitos deste nutriente na colonizagiio
diferentes entre espécies, pois atuam via nutri¢io da planta e, por isto, a quantidade de nutriente
requerida para inibir a colonizagio depende da capacidade de absorgiio e translocagio da espécie
vepetal. O cultivo dos solos pobres do cerrado, com conseqliente aplicagio de calcdrio e fertilizantes,
favorece a micorrizagéo das culturas {Siqueira et al., 1989). A presenga de metais, como 0 Zn, Cu e
Mn, em concentracles elevadas, inibe a germinagio dos esporos e pode reduzir a colonizagio
micorrizica. Os fatores fisicos, como inundagido, compactagio ¢ alta umidade {ma aeragia), reduzem
a micorrizagdo e a ocarréncia das MAs. As condigdes biolégicas do solo sfo também de grande
impertincia. Existem vérios predadores de hifas, como os colémbolos, hiperparasitas e antagonistas,
que reduzem a viabilidade dos esporos no solo. Mas, existem também organismos sinergistas com 0s
fungos MAs, coma o caso de bactérias produtoras de enzimas hidroliticas que facilitam a penetracio
das rafzes pelo fungo, sendo conhecidas como “helpers”. Qutros microrganismos, como rizobio,
solubilizadores de fosfato e diazotroficos de vida livre, geralmente t8m relagBes sinergistas com as
MAs (Linderman, 1992).
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Figura 5.5. Efeitos da adi¢do de N e P na colonizagdo micorrizica da soja {a) e do P disponivel no

solo, na colonizagio (b} e esporulagio (c) do milho e soja, inoculados com G, macmearpum
(Paula & Sigueira, 1987a; Fernandes et al., 1987).
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A camada aravel do solo é o principal reservatornio de propagulos de fungos MAs (Bellgard,
1993) e qualquer fator que exerga impacto sobre esta exercera grande influénciana ecologia das MAs
{Habte et al., 1988). Estes incluem o cultivo intensivo, erosio, contaminagio, decaptagio do solo,
fogo intenso, pousio, desmatamento e compactagdo. Os aspectos de manejo do solo seriio comentados
mais adiante,

Dentre as caracteristicas da planta que afetam as MAs, destacam-se as variagdes inter e intra-
especificas, o estado nutricional, ciclo e taxa de crescimento & a produgio de substincias alelopdticas.
Mesmo dentro de familias tipicamente micorrizicas, existem espécies que resistem a colonizagio,
como o caso das leguminosas que sao altamente micotroficas, mas o género Lupinns € outres niio
formam MAs. Os efeitos dos aleloguimicos sobre as micorrizas ainda nao sio bem conhecidos (ver
Sigueira et al., 1991a), mas existem evidéncias da atividade destes quimicos naturais sobre as MAs.
Os aleloquimicos podem atuar como inibidores ou estimulantes da micorrizago e interferem na ocor-
réncia dos fungos MAs. Compostos aromaticos comumente encontrados no sclo, como os acidos
fendlicas, quercetina e escopoletina, quando aplicados em concentragdes de 0,2 mM, estimulam a
colonizagio micorrizica do trevo (Fries, s.d.}. Em solos com monocultura de aspargos, em Michigan,
Estados Unidos, a quantidade de fendlicos em extratos aquosos aumentau em 70%, em relagdo ao solo
adjacente sem aspargos, atingindo 63ug de fendlicos . g de solo (Pedersen et al., citados em Siqueira
gtal. 1991a). Os principais dcidos fenolicos encontrados neste sistema inibermn o crescimento micelial
£ a colonizagdo micorrizica.

Qs efeitos dos pesticidas dependem basicamente do modo de agiio do produto e da taxa e
fregqiiéneia de aplicagio. Os herbicidas geralmente ndo tém efeitos inibitérios e alguns podem até
mesmo estimular a colonizagdo. Os nematicidas € inscticidas geralmente também nio exercem efei-
tos adversos quando aplicados nas dosagens recomendadas. Ja os fungicidas tém efeito muito variado
devido ao modo de agiio. Os benzimidazoles sfo os mais prejudiciais, enguanto a Fosetyl-Al ¢ metalaxyl
estimulam a micorrizagdo. Os fumigantes de solo t€m efeitos devastadores, pois eliminam os propagulos
e a colonizagdo, Os efeitos da aplicagdo dos pesticidas sobre as MAs sfo muitas vezes dificets de
serem avaliados, pois atuam diretamente sobre os fungos MAs, ou indiretarnente sobre a planta hospe-
deira e sobre aspectos quimicos do solo ou sua biota. Mesmo os produtos que raoe atuam adversamen-
te sobre as MAs podem causar alteragBes quantitativas e qualitativas sobre esta simbiose, pois quando
usados continuamente podem provacar alteragdes na vegetagio e no equilibrio biolégico de solo.

Em estudo sobre a occorréncia das MAs em Minas Gerais, verificou-se em amaostras de 165
locais que a colonizagdo variou de 0 a 91%, e a densidade total de esporos de 0 a 277 esporos.50 cc’!
de solo (Siqueira et al.,, 1989). Nos ecossistemas nio-alterados, a colonizagio média foi de 13%,
engquanto nos agrossistemas esta foi de 38%. Valores médios de colonizagio e densidade de esporos no
solo para ecossistemas selecionados (Tabela 5.7} revelam enorme variagdo guantitativa enfre os
ecossistemas, refletindo suas condigdes quimicas ¢ bioldgicas. Neste mesmo estudo, verificaram-se
também varia¢des qualitativas na distribuigio das espécies filngicas. Foram encontradas 33 espécies
identificadas, além de vérias outras nfio descritas, sendo a diversidade média de espécies por ecossisterna
igual a 19 e 12 para ecossisternas naturais e agrossistemas, respectivamente. Comparando-se os
ecossistemas quanto & acorréneia de espécies com indice de ocorréneia maicr ou igual do que 4%,
verifica~se maior ocorréncia de certas espécies de Glomus e Acaulospora nos agrossistemas, € de
Scutellospora, Entrophusphora e Gigaspora nos ecossisternas nao-alterados. Outro aspecto interes-
sante verificado neste estudo foi a alteragiio na composi¢iio das espécies dominantes, consideradas
aquelas com indice de ocorréncia superior a 50% da ocorréncia maxima. Nas amostras de cerrado
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natural havia oito espécies predominantes contra apenas trés, em média, nos agrossistemas estudados.
O cultive destes solos aumenta a populagio de fungos MAs, mas reduz a diversidade de espécies,
tornando o sistema bioldgico mais vulneravel a alteragtes. As modificagbes na composigio de espé-
cies refletem alteragdes nas caracteristicas quimicas do solo, resuitantes das praticas de cultivo como
aragio, gradagem, calagem e adubagio. No entanto, tem sido dificil correlacionar a ocorréneia das
gspécies com caracteristicas quirnicas do solo {Siqueira et al., 1989; Fernandes & Siqueira, 1989,
Schenck et al, 1989) mas, pelo menos para algumas espécies e varidveis, certas tend&ncias sfo bastan-
te claras (Tabela 5.8). Por exemplo, A. morrowae, A, spinosu ¢ E, colombiana t8m incidéncia
reduzida em sclos com pH mais elevadoe, ao contrarto do que se verifica para o G. efunicatum. Quiras
tendéncias sio verificadas para os niveis de Al* e P no solo. |

Tabela 5.7. Valores médios para colonizagdo micorrizica e densidade de esporos no solo em
ecossistemas do Estado de Minas Gerais (Siqueira et al,, 1989),

Ecossistema * Raizes colonizadas Densidade de esporos
(%) (N°. 50 cch)
Arroz o | 33 67
Milho - . - 36 ' ' - 84
Soja - 18 61
Algodio | | 17 | 9
Mandioca - ' 20 ' 90
Cana-de-agiicar _ . _ o 19 - _ .62
Citros o 53 B 120
Eucaliptos (adultos) . | o 2 o | _ 37
Pastagem braquiaria = - ' 33 o 52
Cafeeiro . o : 35 _ 20
Gramineas nativas ' 30 23
Leguminosas forrageiras _ | | | 62 ' _ | _ 98
Cerrado (natural) 14 46

As alteragdes no pH sio fatores de grande importincia para a ecologia e distribuigdo dos
fungos MAs. Quando populagSes fingicas eriginadas de solos com pHs diferentes foram multiplica-
das em solo 4cido, com ¢ sem caleario, verificaram-se diferengas muito acentuadas na composicio das
espécies e que estas modificagdes dependem da composi¢ao inicial da populagio (Figura 5.6). Glomus
occultumi/diaphanum e Giguspora margarita dominavam {em propor¢ao de esporos) no solo acido e



167

foram substituidas de modo diferenciado por Glowus etunicatim, quando o sola recebeu calagem. O

mesmo nfie ocorreu no sclo muita dcido, cuja populagio era dominada por Acanlospora scrobiculata.

Baseando-se nestes resultados e nos obtidos por Sierverding (1991), algumas generalizagdes podem

ser feitas com relagio a interagdo pH-fungos M As nos solos tropicais, havendo espécies com preferén-

cia ou tolerdncia a certas condigbes.

a) Predominam em.condi¢bes de elevada acidez - Glomus diaphanum, Glomus occultum,
Entrophospora colombiana, Scutellospora sp., Gigaspora margarita, Acarlospora laevis.

b} Preferem solos pouco dcidos ou neutros - Glomns mosseae, Glons clarum, Sclerocystis sp., Gloms
Jascicularum, Glomus etunicatunt.

¢} Sio indiferentes & acidez do solo - Acanlospora scrobiculata, Acanlospora morrowae, Glomuy
qgreganin.

Tabela 5.8, Incidéncia relativa das principais espécies fitngicas enconiradas em Minas Gerais, em
relagio a classes de pH, Al e P no solo, Adaptado de Siqueira et al. {1989).

Fator _ Espécies fingicas*

edifico

(classe) Asc Amo Asp Ame Ssp Spel Get Gdi Ecol

pH.  -———-—— % de incidéncia dentro da classe- — — — — —— — — —

<50 33 43 14 G 29 16 0 i0 12
5-0 .30 36 18 5 17 12 13 14 0

> 6,5 29 14 14 8 M 14 29 12 0

AIH

<0,5 - 38 32 13 4 17 6 12 12 9

0,5-1,0 22 30 17 12 17 19 9 i2 14

> 1,0 24 29 19 14 g 5 0 i0 18

P (Mehlich) _

<6,0 20 31 17 12 21 13 8 12 18
6-12 . 50 45 15 0 IRV 10 5 . t5 . 10

>12 47 27 13 2 14 9 I8 5 a

*  Asc = d.rerabiculata, Ame = A oworrowaer Asp = Aspinosa, Ame = Aomelfea, Ssp = Scnmltiospora sp. Spel = 8 petivcida, Get = Glasns
anicatunr, Gii = Gudiephanum; e Ecol = Entrophaspora colombiiana.
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Sem caledrio (pH 4,9) Com calcdrio (pH 6,1)

ORIGEM DOS FUNGOS

Solo com pH 6,0

Solo com pH 5,5

S0
Sclo com pH 4,8 ""lllw
N Glomus occultum /6. digphanum B cisespora margarita
Glomus etunicatum Acaulospora scrobiculata

Figura 5.6. Efeito da calagem de solo acido na esporulagao de fungos MAs de diferentes origens
(Siqueira et al., 1990}).
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Embora os funges MAs sejam considerados generalistas, existem diferencgas causadas pelo
tipo ou seqliéncia de cultura na composigio de espécies. Estidos recentes em solos cultivados do
meio oeste americano {Johnson et al., 1992a) revelam resultados surpreendentes, relacionande altera-
¢oes na populagiio de fungos MAs com o efeito da rotagio na produtividade das culturas. A monocultura
profongada com milho favorece a populagio de Glomus ocenlfiun, que se correlaciona negativamente
com a produtividade desta cultura, porém correlaciona-se positivamente com a produtividade da soja
em rotacdo. A monocultura da soja favorece Glomus microcarpum, que se correlaciona negativamen-
te com a nutrigio ¢ produtividade da soja, mas mostra-se benéfica para o milho. Estes estudos indi-
cam que a monocultura prolongada seleciona fungos de rdpido crescimento e esporulagio, sendo
portanto uma selegio para sobrevivéncia e nfio para cfetividade ou eficiéncia. Isto pode resultar na
selecio de espécies inefetivas ou parasiticas para a cultura, contribuindo para o chamado “declinio da
monocultura”, Praticando-se a rotagio de culturas, pode-se reverter este processo, favorecendo as
espécies efetivas que contribuirdo para a nutrigio ¢ produgfio da cultura em rotagio. Este &, portanto,
um modelo desenvolvide com base nos resultados obtidos na rotagio milho-soja nos Estados Unidos,
sende sua validade para outras condi¢des ainda sujeita a evidéncias experimentais. Contudo, verifica-
se que na monocultura do cafeeiro no Brasil, predominam na rizosfera espécies de dcanfospora, prin-
cipalmente 4. scrobicilata gue é pouco efetiva para esta cultura. A comunidade fungica € controlada
pelo solo e pela cultura (Johnson et al., 1991; 1992b). Na mesma cultura, o nlimero total de espécies,
densidadc de esporos ¢ espécies fingicas varia muito entre locais {Tabela 5.9), indicando a grande
infludncia do ambiente sobre a ecologia das MAs. Comparando-se as espécies predominantes em
cafeeiros no sudeste brasileiro {Fernandes & Siqueira, 1989; Oliveira et al., 1990; Lopes et al., 1983},
tem-se, em ordem decrescente de ocorréncia:

o A scrobiculata, A. morrowae, A. mellea, 4. apendicila, Glomus etunicafum (Sul de Minas).

o A serobiculata, A. morrowae, Entropliospora colombiana, A. spinosa, Glomus etunicatum {(Alto
Paranaiba e Trifingulo Mingiro}.

« Glomus fasciculatim, A. scrobiculata, A. laevis, Scutellospora pellucida e Giguspora gigantea {Sio
Paulo).

Além da monocultura, o pousio prolongado, o cultive eom espécies ndo-micorrizicas, a ero-
sio do sola e o cultivo extensivo exercem enorme efeito negative na ocorréncia das MAs (Thompson,
1994 Brundrett, 1991). Diversos estudos mostram que a altera¢io dos solos agricolas reduz o desen-
volvimento das MAs em até 80% e isto tem conseqiiéncias para a nutrigio, produtividade e
sustentabilidade das culturas, conforme resumido na Figura 5.7. A redugio na colonizaglo pode ter
conseqli€ncias drasticas a médio e longo prazo para a produgao agricola. Para compensar o efeito da
alteragio na queda de produtividade e diminuigiio dos efeitas benéficos das MAs, maiores quantida-
des de fertilizantes sdo geralmente aplicadas, Isto centribuird para reduzir ainda mais a colonizagiio
das raizes. Desse modo, a redugido da intensificacio do cultivo, como a adogio do cultivo minimo,
contribuira para a conservagdo da atividade das MAs no agrossistema, De fato, as MAs contribuem
mais para a absorgio de P pele mitho em selo com cultive minimo que em solo sob cultive convenci-
onal (Kunishi et al., 1989). _

E dificil fazer generalizagiio ou predigdes sobre a ocorréncia e diversidade dos fungos MAs,
mas sua ocorréncia ¢ geralmente alta em sistemas cultivados com baixe input e muito baixa, ¢ até
mesmao inexistente, em condigdes muito alteradas como em solos degradados pela mineragio, cons-
trucdo civil ou pela erosdo. A diversidade, por outro lado, € alta nos ecossistemas em climax, como no
cerrado brasileiro, e baixo nos agrossistemas, principalmente na monocultura. As condigdes domi-
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nantes nos ecossistemas manejados intensivamente e sem ratagio de culturas reduzem a ocorvéncia e
importincia das MAs. Nao obstante, as tend&ncias de modificagdes para sistemas mais equilibrados
biologicamente, como redugiio no uso de agroquimicos, cuitivo minimo e rotagdo de culturas, podem
contribuir para aumentar a ocorréneia e fungio das MAs nos sistemas agricolas.

Tabela 5.9. Ocorréncia de fungos MAs em lavouras de milho em diferentes locais (Siqueirz et al., 1989;
Maia & Trufem, 1990; Trufem & Bononi, 1983; Rich & Schenck, 1981).

Localizaciio N° de Colonizacgio* Esporos* Espécies predominantes
espécies (%) (N°. gh)
Minas Gerais 10 17-67 0,3-43 Glomus etunicatim,
(36) (1,6) Acawlospora morrowae,

Acanlospora scrobiculata,
Entrephospora colombiana,
Acanlospara spinosa,
Scutellospora gilmorei,
Acanlospora meilea,
Gigaspora margarila.

Pernambuco 16 6-34 0,2-2,6 Acenlospora luevis,
(1) (1,4} Acanlospora scrobiculata,
Acamlospora appendicula,
Glomus fasciculatum,
Glomus oceulium,
Gigaspora helerogama,
Sclerocystis sinousum.

Sdo Paulo g - 0,2-24 Gigaspora heterogana,
(1,0) Seutellospora nigra,
Scuteflospora peflucida,
Glomus macrocarpum,
(rlomus caledonicum,
Scutellospora gilmorei,
Glomus macrocarpiim.

Florida 14 - < 0,60 Gigaspora margarity,
Glonms macrocarpin,
Glomus cleninn,
Glamus etunicaium,
Gigaspora heterogame,
Glomus mossae,
Glomus fasciculatum.

* Amplitude & valor médio de todas as observagdes,
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Cultivo Infensivo

1

Quebra da macroestrutura

|

Rompimento do micélio fdngico
( Propdgulos)

4
Reduz a colonizagdo micorrizica
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Figura 5.7. Conseqiiéncias do cultivo (alteragio) do solo na micorrizagio e produgio agricola.

5.4. Efeitos no Crescimento do Hospedeiro

Os efeitos das MAs no crescimento das plantas foram inicialmente detectados por Asai (1943),
que relatou crescimento reduzido de certas espécies quando cresciam em solo cstenhzado Dez anos
depois, Mosse (1953) demonstrou a formagiio das MAs e, em 1957, verificou que mudas de macieira
inoculadas com esporocarpos de Endogone (hoje Glomus) cresceram mais e continham teores mais
elevados de nutrientes. Na década de 60, virios outros estudes: mostraram resultados semelhantes
com milho e outras espécies (Gerdemann, 1968). No entanto, os efeitos estimulantes do crescimento



das plantas s6 ficaram mais evidentes, e mereceram mais atengio, apos os problemas de crescimento
reduzido de mudas de espécies frutiferas, cultivadas em viveiros com solo fumigado, terem sido atri-
buidos a eliminagao dos propagulos de fungos MAs (Kleinschmidt & Gerdemann, 1972) e nido a
toxicidade residual do fumigante. Nesta mesma €poca, Ross (1971), demonstrou que, em solo infes-
tado com propagulos de fungos MAs, a produgio da soja era 122%, 67% e 12% maior do que em solo
isento destes propagulos, em niveis de P baixo, médio e alto, respectivamente.

Estes estudos despertaram interesses por todo o mundo e a micorrizalogia tornou-se 0 assun-
to prioritario de pesquisa em diversas especialidades das ciéncias vegetais e do solo. Os efeitos das
MAs no crescimento das plantas variam muito. Aumentos de produgdo de culturas anuais, devidos a
inoculagdo, variam de 5% a 290%, enquanto que os beneficios para o crescimento ou produgao de
mudas pré-colonizadas e transplantadas variam de 50% a 8000% (Siqueira & Franco, 1988). Algumas
espécies nem mesmo crescem na auséncia de fungos MAs (Figura 5.8). Os efeitos benéficos sao
muito complexos e, em muitos casos, bastante inconsistentes, pois dependem de muitos fatores (Ta-
bela 5.10) que atuam direta ou indiretamente sobre o sistema micorrizico € seus componentes. A
capacidade do fungo de estimular o crescimento da planta € conhecida como “efetividade simbiotica”,
a qual ¢ determinada pelas caracteristicas dos componentes da simbiose, principalmente do fungo, que
pode apresentar diferentes graus de efetividade, sendo até mesmo ineficaz ou parasitico. De modo
similar, a planta hospedeira, pelas suas caracteristicas, varia quanto ao grau de beneficio da associa-
¢ao, conhecido como “dependéncia micorriziea”, que € definida como o grau pelo qual ela depende
das MAs para o crescimento normal em uma dada condigao de crescimento. Quanto a esta caracteris-
tica, as plantas sdo classificadas em:

a) Altamente ou obrigatoriamente dependentes - por exemplo, mandioca, citros, algodao, leguminosas
tropicais, cebola, cafeeiro, pimenta-do-reino, trema (Figura 5.8).

b) Dependentes - por exemplo, soja, milho, feijoeiro, braquidria, sorgo, tomateiro, trigo, seringueira,
cacau.

c) Nao-dependentes - plantas nio-micorrizicas, como as cruciferas, beterraba, coniferas.

Figura 5.8. Efeito da micorrizag¢do no crescimento da
m trema (Trema micrantha); onde: C = ndo
inoculada ¢ M = inoculada com fungos
MAs.
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Tabela 5.10. Fatores determinantes de efetividade/eficiéncia simbidtica nas MAs.

Componente Caracteristica Fatores prihcip:iis

Planta. ~ Sistema- radicular Tipo, ramificagiio, pélo radicular, area de superfi-
cie, longevidade e taxa de crescimento.

Requerimento nutricional Taxa de absorgdo, concentragio no tecido, deman-
'  da, distribuigdo, eficiéncia de uso, consumo de luxo

e realocagao.
Qutras ~ Tolerdncia a estresse, suscetibilidade a doengas, taxa

-fotossintética e de crescimento e ciclo vegetativo.

Fungo Infectividade Taxa de germinagio e de colonizagdo, colonizacio
secundaria, formagio e dura¢io dos arbisculos,

Hifa externa Taxa de crescimento, capacidade de absorgio e
translocagio, atividade metabdiica e longevidade.

Esporulagio Ontogenia, dorméncia, quiescéncia, crescimento
micelial e intensidade de esporulagio.

Relagdo Interface Dreno de fotossintatos {custo energético).

fingo-planta Taxa metabdlica Transferéncia do P absorvido.
Troca de metabolitos Alteragdes fisioldgicas.
Regulagio funcional Integragiio funcional.

Os efeitos da 1noculagio em algumas especies cultivadas, em condigdes de baixo e alto P no
solo, encontram-se na Tabela 5.11. Verifica-se que as especies respondem de modo diferenciado ao P
g 4 micorrizagdo. A espécie de fungo também influencia a resposta da planta (Figura 5.9). Neste
exemplo, os fungos 4. scrobicilata e G. margarita mostraram-se pouco efetivos para o algodoeiro, ao
contririo dos demais estudados.

A magnitude dos beneficios da micorrizagdo depende dos fluxos de nuirientes do fungo para
a planta e de fotossintatos da planta para o fungo (estimados em 10% a 15% da fotossintese tatal),
sendo estes determinados pelas suas caracteristicas (Tabela 5.10) e pelas condigdes de crescimento do
meio (do solo, na maioria dos casos). Plantas micorrizadas peralmente apresentam teores mais eleva-
dos de certos nutrientes, principalmente daqueles com mobihdade reduzida no solo, como € o caso do
P e Zn. Isto, associada ao fato de que os beneficios das MAs diminuem com a aplicagio de nutrientes,
evidencia que o principal mecanismo de estimulo no-crescimento da planta € via nutri¢iio, nio sendo,
contudo, o inico. Desse modo, os beneficios das MAs para o crescimento da planta envolvem meca-

nismos nutricionais e nio nutricionais, resumidos na Tabela 5,12 ¢ comentados a seguir.
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Tabela 5.11. Efeitos das MAs no crescimento (matéria seca, g . planta'}) de algumas especies de
plantas ndo-inoculadas (Ni) e inoculadas (M), em condigdes de alto e baixo P no solo
(Sieverding, 1991).

Espécie Baixo P (<20) . g™ solo Alto P (> 100) pg . ¢! solo
Ni M Efeito* Ni M Efeito*

Mandioca 0.3 43 143 0,5 16,4 32.8
Caupi 1,0 2,6 2,6 13,7 36,3 2,6
Estilosantes 0,1 1,3 13,0 2,7 12,2 4.5
Andropogon 0,2 1,3 6.5 342 32,2 0.9
Feijoeiro 1,1 3.1 2,8 83 25,0 30
Milho 1.2 | 4.8 4.0 594 53,7 0.9
Arroz 3.8 3,8 1,0 30,6 316 1.0
Soja 33 4.4 1.3 8,7 10,3 22
Cafeeiro 0.5 0.5 1,0 1,0 2.5 2.5

* Relacio Ni‘ML

5.4.1, Efeitos nutricionais

As alteragBes nutricionais ( Tabela 5.13) sdo os efeitos mais consistentes das MAs. Plantas
micorrizadas geralmente acurnulam maicres quantidades de macro e micronutrientes, como também
de Br, I, Cl, Al, Si e metais pesados. Ji os teores de N, K, Ca, Mg e Na geralmente sdo menores,
engquanto os de SO, ™, PO, ™, NO 7, e CI” sl geralmente maiores nas plantas com MAs (Marschner &
Dell, 1994; Siqueira & Saggin—]ﬁnior‘ 1994}, A diminuigZo nos teores resulta de efeitas de diluigio
provocadoes pelo maior crescimento das plantas micorrizadas. Isto, no entanto, depende da disponibi-
lidade relativa de cada nutriente na solugio do solo.

Aumento nos teores de P constitui 0 mecanismo principal de resposta das plantas em solos de
baixa fertilidade, como as dominantes nos trépicos (Mosse, 1981}. De fato, a efetividade simbidtica
de populagdes indigenas de fungos de solo de cerrado correlaciona-se positivamente com aumentos na
porcentagem de P na parte aérea da soja (Paula et al,, 1988). Os fungos mais efetivos foram capazes
de duplicar os teores de P na seja. De um modo geral, o efeito da micorrizagio diminui com a eleva-
¢io do P no solo {Saggin-Janior et al., 1994}, Quando a planta é bem suprida, ela ndo depende da
absor¢do via hifa (micotrofia), e a presenga do funpo na raiz seria um investimento energético supér-
fluo ou sem retorno. Assim, a planta controla a colonizagio de acordo com sua necessidade, através
de um balango delicado existente entre nivel de P no solo, desenvolvimento e atividade do fungoe na
raiz e resposta da planta, variando o efeito de micotréfico em niveis subotimos de P a efeitos parasiticos
em condi¢des supradtimas de P no solo. Plantas bern supridas em P ndo se tornam imunes i coloniza-
¢do (Figura 5.5b) e, mesmo em baixa colonizagdo, o fungo ainda é capaz de representar dreno signi-
ficativo de fotossintata e promover inibigio de crescimento {Peng et al., 1993).
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Figura 5.9. Efeito da inoculagio, com diferentes fungos M As, no crescimento
do algodoeiro, em solo com diferentes niveis de P (Siqueira et

al., 1986).

Tabela 5.12. Principais efeitos promotores do crescimento vegetal das MAs.

Efeitos nutricionais

Efeitos nfo-nutricionais

» Aumento na absorgo de nutrientes.
» Utilizagdo de algumas formas ndo disponiveis.
« Armazenamento temporario de nutrientes.

= Favorecimento de microrganismos benéficos.
+ Aumento na nodulacio e fixagdo de N,.

« Amenizagio dos efeitos adversos do pH, Al
Mn e outros na absorgio de nutrientes.

+» Favorecimento na relagio agua-planta.
« Produgfio e acimulo de substincias de cresci-
mento.

* Redugao dos danos causados por patdgenos.

» Maior tolerédncia a estresses ambientais e fa-
tores fitotoxicos.

» Melhoria da agregagao do solo.
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Tabela 5.13, Efeitos generalizados das MAs na nutrigdo da planta hospedeira.

Nutriente Principal efeite e mecanismo

Nitrogénio t Concentragio no tecido € reduzida e quantidade acumulada €
aumentada. Altera absorgdo e fixacio biologica.

Fosforo - Concentragdo e acumulo nos tecidos sdo aumentados devido ao
melhor aproveitamento de P do solo.

Manganés Concentragdo geralmente reduzida devido menor absorgiio e efei-
tos de diluigéo.

Zinco e Cobre Concentragdo e acimulo aumentados devido maior absorg¢io.
Reduz efeito da deficiéncia induzida por alto P.

Cations basicos e Enxofre Efeitos na concentragio dependem da disponibilidade e do ba-
lango. Quantidade acumulada é geralmente aumentada. Sao elei-
tos secundarios ou indiretos das MAs.

0Os mecanismos pelos guais o P e outros nutrientes afetam a colonizagdo ainda nio sio bem
elucidados, existindo vdrias hipoteses (Siqueira, 1991; Koide, 1991), todas relacionadas aos efeitos do

" na quantidade de exsudatos e no metabolismo de carboidratos da planta, sendo, portanto, efeitos

indiretos, via nutrigio da planta. Deve-se ressaltar que, em concentrag@es muito elevadas de P ou

outros nutrientes, a germinagio e crescimento micelial dos fungos MAs na rizosfera podem ser inibi-
dos. Os niveis de P requeridos para inibir a colonizagiio variam enire as espécies.

O favorecimento das MAs na absorgdo de nutrientes € muito complexo e resulta de mecanis-
mos fisicos, guimicos, fisioldgicos e microbioldgicos, destacando-se:

a) Aumento na superficie de absorgiic e exploragio do solo {efeito fisico);

b} Aumento na capacidade de absorgdo da raiz (efeito fisiolagico);

¢) Madificagdes morfoldgicas e fisioldgicas adicionais na planta, e espaciais ¢ temporais nas raizes
micarrizadas em relagdo as sem micorrizas;

d) Absor¢do de nutrientes disponiveis, ndo acessiveis ds raizes ndo-micorrizadas diretamente pelas
hifas ou, indiretamente, através de favorecimento no desenvolvimenio de raizes;

g} Utilizagdo de formas nio disponiveis para as raizes nio micorrizadas através da solubilizagdo e
mineralizagio, no caso das ectomicorrizas, e de modificagdes na dindnica do equilibrio do nutrien-
te, entre a fase sohida e liquida do solo, no caso das MVA;

[} Armazenagern tempordria de nutrientes na biomassa fungica ou nas raizes, evitando sua imobiliza-
¢do quimica ou biolagica e lixiviagio;

g) Favorecimento de microrganismos mineralizadores e solubilizadares de nutrientes ¢ dinzotraficos
na micorrizasfera; . . -

h) Amenizagio dos efeitos adversos do pH, Al, Mn, metais pesados, salinidade, estresse hidrico ¢
ataque de patdgenos do sistema radicular, sobre a absor¢do de nutrientes:
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Hifas e micélio externo crescem solo adentro € aumentam a exploragéio do sclo, permitindo a
absorgéio de nutrientes fora da zona de esgotamento. A exploragdo de micrositios ricos en: nutrientes,
inexplorados pelas raizes ndo-micorrizadas, resulta em grande eficiéncia no aproveitamento de P do
solo e utilizagio pela planta {Figura 5.10). O fluxc de P via fungo ¢ a base de funcionamento desta
simbiose. O P & absorvido da solugio do solo pelas hifas por um processo ativo, transformado em
granulos de polifosfato, os quais sdo transportados pela corrente citoplasmatica até os arbiscuios,
onde sio hidrolisados pelas fosfatases, liberando Pi, que € transferido passivamente para o hospedeiro
e translocado via xilema para as folhas onde atua de modo regulatério scbre a simbiose (ver Siqueira
& Franco, 1988; Schwab et al,, 1991). No sentido oposto acorre o fluxo de fotossintatos que susten-
tam o crescimento € atividade metabélica do fungo na raiz e no solo.

{a} {b)

a 400t & 60
o + ~

[
g g |+
% 300} % Sem micorrizas 2 a5t
o ® Fungos indiganas % .
E . + Blomus mocrocorpum o
o 2001 2 30l *
‘8 13 F
o g
2 00k & |5+ \
S g @
l‘\’ =
= & X g
5 L i i i i1 L L 1 T A U S S S | | ’: 1 1 A

G e 0 —
i530 &0 120 a5 1530 60 120 245
P,05 aplicade, mg/kg P,0. opiicodo, mg/kg

Figura 5.10. Efeito de MAs na utilizag2o (a) e recuperagio do P (b} aplicado em um latossolo pela
cultura da soja (Siqueira & Paula, 1986).

Os estudos iniciais realizados com *2P indicavam que plantas micorrizadas tinham acesso s
mesmas formas de P no solo que aquelas sem MAs (Bolan, 1991) e, ainda, que as plantas com MAs
eram capazes de explorar de modo mais eficiente o P do solo. No entanto, sabe-se hoje que as MAs
sdo capazes de mobilizar P do sclo através de modificagdes quimicas na rizosfera, incluindo a
mineralizagio do P orglnico (Jayachandran et al., 1992}, De acordo com as revisdes de Bolan (1991}
¢ Siqueira {1991), a mobilizagdo do P do solo resulta dos seguintes mecanismos:

a) Produciic de dcidos orginicos especificos eficazes na solubilizagdo ou alteragdo da dinimica das
formas de P no solo;

b) Elevagio dos teores de CO, na rizosfera pela maior atividade heterotrofica da micorriza comparada
com raizes ndo-colonizadas,

¢) Producdo de quelantes e complexantes capazes de mobilizar principalmente P ligado a ferro; e

d) Maior populacio de microrganismos solubilizadores € mineralizadores de fosfatos.

De fato, em estudo conduzido em laboratério da Escola Superior de Agricultura de Lavras
{ESAL), ficou evidenciado que a braguidria e o estilosantes sio capazes de absorver P fixado ou retido
no solo quando inoculados com fungos MAs {(Alves, 1988). O fracionammento das formas de P no solo,
apés o cultivo das plantas, revelou menores quantidades de Al-PO, e Fe-PO, nos tratamentos com
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MAs, indicando a capacidade das plantas micorrizadas de mobilizar o P retido. Isto, sem davida, se
reveste de grande interesse para a produgio agricola nos tropicos, onde os sclos apresentam elevada
capacidade de retengdo de fosfatos, como os latossolos brasileiros.

O influxo de nutrientes na planta & resultante da interagio entre os fatores do solo e das raizes
absorventes, em que as MAs participam ativamente. Quando plantas micorrizadas sio tratadas com
fungicidas que matam as hifas, o influxo de P na planta é reduzido drasticamente (Hale & Sanders,
1982), evidenciando a importéncia da absorgio de P via micélio filngico. Este efeito, no entanto, &
reduzido em condigBes de elevado P na solugho do solo. Conforme discutido em Siqueira & Franco
{1988), o influxo pode ser descrito pela seguinte equagio:

C
[ =Imax
Km+C

onde: Imax = influxo maximo; C = concentrag@o na superficie da raiz; e Kin = constante de Michaelis
- Menten.

Verifica-se que I depende de C na superficie, a qual é controlada pela difusfo do nutriente no
solo até a superficie absorvente, € que a difusio € fungdo do gradiente de concentragiio, AC, entre um
ponto no solo e a superficie da raiz. AC &, entdo, expressa da seguinte maneira:

| [P-solo] - [P-raiz]

AC=
AX

sendo: [P-salo] = concentragdo P no solo; [P-raiz] = concentragdo de P na superficie da raiz; e AX =
distdncia do P até a superficie de absorgdo. '

Baseando-se nestes maodelos simplistas, tem-se que o influxo (I) de P nas plantas cultivadas
em solos de baixa fertilidade pode ser aumentado através:

a) Do aumento de P na solugédo do solo, que eleva [P-solo] e aumenta AC e C - o que & possivel pela
adigdo de fertilizantes; -

b) Da diminuigio do Ax, que aumenta AC e, conseqiieniemente, a difusfc e o influxo - que pode ser
conseguido através da selegiio de gendtipos & manejo do'solo para major produgio de raizes, e
através das MAs, que aumentam a eficiéneia de absor¢do em termos espaciais e temporais;

¢) De alteragbes fisiolagicas na absorgio como redugio do km. As MAs podem atuar neste mecanis-
mo. ,

A importancia das MAs é, portanto, maior na absorgio de nutrientes que apresentam difusio
reduzida no solo. De fato, elas podem ser responsaveis pela absorgio de até 80% do P, 60% do Cu,
25% do N, 25% do Zn e 10% do K da planta (Marschner & Dell, 1994). Apesar das alteragdes
fisiologicas, a absorgao ¢ feita principalmente pelo micélio externo, que aumenta a area de absorgio.
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0O’ Keefe & Sylvia (1991), usando modelos de absorgio € considerando didmetro médio de 8 um e 250
um para hifa e raizes, respectivamente, estimaram que o aumento de drea de superficis devido as MAs
pode atingir 1800%, e que o influxo de P pode ser aumentado em 477% para um aumento de apenas
3% na drea de superficie. Estes valores, embora estimados, indicam a magnitude dos efeitos nutricionais
das MAs. '

A quantidade de hifa ou micélio extra-radicular correlaciona-se com efetividade simbidticae
varia enormemente, em conseqiéncia do fungo, da planta ¢ do ambiente, alcangando valores de até
32cm de hifa . cm' de raiz colonizada ou 26m dehifa . g de solo. O’Keefe & Sylvia (1991) salientam
também que, além da elevada capacidade de absorgao das hifas, elas apresentam taxa de extensio 8§23
vezes maior que a das raizes. No entanto, as hifas extra-radiculares sio inibidas por alta P e Cu,
consumidas pelos colmbolos e inativadas por biocidas, como o benomyl (Ver Allen, 1992, capitulos
4,7 e 10).

A presenca de MAs exerce enorme influéncia no requerimento externo de P das culturas
{Yost & Fox, 1979). Em estudo em Latossolo Roxo da regido de Lavras, o requerimento externa de P
foi reduzido em 34% e 56% para o milho e soja, respectivamente, pela presenga do fungo Glomus
macrocarpun: (Fernandes et al., 1987). A avaliagfio do requerimento externo de P para algumas espé-
cies pode ser superestimada em até 100 vezes, se realizada na auséncia de MAs (Howeler et al., 1987),
como se verifica comn a mandioca, estilosantes ¢ citros, Os aspectos bioldgicos, relacionados ao défi-
cit de P na planta e resposta 4 micorrizagéo sio bem discutidos em Koide (1991). A resposta da planta
depende da sua eficiéncia de utilizagio do P absorvido, sendo controlada pelas caracteristicas
morfologicas, fisiologicas e fenoldgicas que determinam sua demanda, pela capacidade de absorgiio e
pelo déficit de P (Figura 5.11), cujos valores delimitam o grau de micotrofismo da planta. Segundo
Koide (1991), as MAs beneficiam a planta pela redugdo do déficit de P, que resulta do maior supri-
mento deste nutriente {Figura 5.11). Assim, quanto maior for a demanda de P, maior ¢ o deficit e
maior € o beneficio ou dependéncia da planta (Manjunath & Habte, 1991) e menor € sua eficiéncia de
utilizagdo de P na auséneia de micorriza {Baon et al., 1993). De fato, os estudos deste laboratério
comprovam esta relagdo (Siqueira, 1990). O efeito equivalente estimado da inoculagiio com fungos
MAs foi de 20, 30, 60, 120 e 200 kg de P . ha', respectivamente para a braquidria, milho, soja,
cafeeiro e estilosantes, que apresentam dependéncia micorrizica e demanda de P crescentes e eficién-
cia de utilizaciio de P do solo decrescente,

A absorgio de outros nutrientes € também influenciada pelas MAs e estd envolvida nas res-
postas em crescimento. Micronutrientes que apresentam baixa mobilidade tém baixa difusiio no solo
e as MAs aumentam sua absorgdo (Marschner & Dell, 1994). Isto é o caso de Zn e Cu, cuja presenga
de MA pode aliviar deficiéncia pelo aumento na absorgiio, tal como se verifica para o P Em milho
crescendo em solo calcirio, as MAs foram responsdveis pela absor¢io de 16% a 25% do Zn, e 52% a
62% do Cu (Li et al., 1991). As MAs também aliviam os efeitos de deficiéncia desies nutrientes
induzidas por altos niveis de P (Siqueira & Saggin-Janior, 1994). Em contraste, os teores de Mn sdo
geralmente menores em plantas micorrizadas, e isto parece ser devido a efeitos indiretos, resultantes
de alteragles microbiologicas induzidas pelas MAs na rizosfera, principalmente diminuigiio na popu-
lagdo de bacterzas redutoras de Mn (Marschner & Dell, 1994). Isto, contudo, nio exclui outros meca-
nismos, comeo absorgio seletiva pelas hifas dos fungos MAs. Resultados semelhantes siio também
relatados para alguns metais pesados, podendo as MAs contribuirem para maior tolerdncia das plantas
a toxicidade destes elementos. ' : '
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Figﬂi‘a 3.11. Deficiéncia de P na planta {a) ¢ sua redugio pela presenga de MAs (b); onde: M e NM =
plantas com e sem MAs e dP/dt = suprimenic de P para a planta. Adaptado de Koide
(1991).

As MAs também interferem direta ou indiretamente na aquisigao de N pelas plantas. Hifas
fingicas sic capazes de absorver N nas formas orgnica e inorginica, transferindo-as para a planta
{Ames et al., 1983). Estudos em fase de conclusdo, em laboratdrio da ESAL, indicam que certas
espécies arboreas so respondem a N-mineral quando sdo micorrizadas, fate tambeém verificado para
plantas de batata-doce obtidas por micropropagagio (Paula et al., 1991). Plantas micorrizadas apre-
sentam maior assimilagdo de NH,, produgdo de glutamina e translocagio de N via xilema {Cliquet &
Stewart, 1993), mas nfio ha evidéncias de alterag@es na rota metabdlica do N na planta. Se os efeitos
das MAs na absorgdo de N pelas plantas forem tdo generalizados quanto aqueles verificados parao P,
o papel das MAs na funcionalidade do ecossistema serd maior do que se pensa atualmente (Barea,
1991). Por mecanismo indireto, as MAs favorecem a aquisigiio de N através de relagBes sinergistas
com microrganismos e sistemas fixadores de N, atmosférico, principalmente com rizébic {Linderman,
1992; Allen, 1992). Nao caso da simbiose rizdbio-leguminosas, que é muito limitada por P nos solos
tropicais, os beneficios das MAs parecem resultar da melhoria na absorgéio de P, que aumenta a produ-
¢do de raizes e a fotossintese. Isto resulta em maior nodulagio e fixagio do N, (Barea, 1991). A
capacidade fixadora de N,, medida pela atividade da nitrogenase {(N,ase), é também maior em plantas
micorrizadas, aparentemente devido ac fluxo mais constante de P nos nddulos, favorecendo assim os
mecanismos energéticos e bioquimicos da fixagic. Em estudo em solo de cerrado, a aplicagio de P
(120 kg de P, O, . ha') e ainoculagdo com G. macrocarpim dobraram a quantidade de N acumulada na
parte adrea da soja, em relagio ao tratamento sem MA (Panla & Siqueira, 1987a). A relagio rizobio-
MA é de grande interesse nos tropicos, ande os solos s3o extremamente deficientes em N e P. Algu-
mas leguminosas nem mesmo nodulam na auséncia das MAs (Mosse, 1981). Outros efeitos nutricionals
das MAs, como a absor¢io de K ¢ de micronutrientes ¢ alteragfes na relagio dgua-planta, podem
também interferir na fixaglo simbidtica do N,. : -
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Mais.recentemente, a transferéncia de nutrientes entre as raizes da mesma planta e entre
plantas, mediadas pelas hifas fingicas que atuam como canais de ligagao, tern ganho muita evidéncia
(Francis & Read, 1994). Este fenémeno é de grande importancia nos ecossisternas nio-alterados e
também nos agrossistemas baseados em consorciagdo de culturas envolvendo gramineas e leguminosas
fixadoras de fN21, oS quais apresentam elevada sustentabilidade (Peoples & Herridge, 1990). A presen-
¢a das interconexdes de hifa contribui para maximizar a transferéncia de N e outros nutrientes entre as
culturas consorciadas (Hamel et al., 1991). Nao obstante, a significincia disto, em condicdes de
campo, ainda requer evidéncias experimentais.

5.4.2. Efeitos nao-nuiricionais

Qs efeitos ndo nutricionais das MAs sobre o hospedeiro encontram-se listados na Tabela
5.12. O favorecimento da relagio agua-planta, depois dos beneficios nutricionais, € o efeito mais
tmportante das MASs para as plantas. A colonizagdo aumenta a resisténcia das plantas a seca, embora
existam trabalhos com resultados contrarios a este (Sylvia & Williams, 1992), O aumento da resistén-
cia a seca é geralmente atribuido 4 melhoria do estado nutricional (Nelsen, 1987), mas outros fatores,
modificados pela colonizagdo, também influenciam os beneficios das MAs na relagdo dgua-planta.
Estes incluem: alteragtes na elasticidade das folhas, potencial de dgua e turgor das folhas, taxa de
transpiragio, abertura estomatal e alteragOes nas raizes (comprimento e profundidade). Paula & Sigueira
(1987b) verificaram que, em casa de vegetagio, plantas de soja resistem mais ao déficit hidrico e
recuperam o turgor mais rapidamente quando o nivel adequado de Agua do solo & restabelecido. O
milho inoculado com G.etunicatum mostrou-se mais tolerante ao estresse hidrico no campo que sem
inoculagdo (Sylvia & Williams, 1992). Como as MAs sdo mais ativas em condi¢Ges subotimas de
nutrigdo, existe uma intera¢do muito forte entre o estado nutricional-micorrizacic-tolerincia no estresse
hidrico, o que sem duvida interessa a agricultura tropical. Plantas de soja crescendo em latossolo roxo
com alto nivel de umidade (100% do volume total de poros preenchidos com dgua) mostram sintomas
foliares tipicos de toxicidade de Mn, os quais foram ausentes em plantas inoculadas com fungos MAs
(Paula & Siqueira, 1987b). Cabe salientar que o efeito protetor das MAs contra o excesso de Mn jd foi
mencicnado neste capitulo. Qutros aspectos fisiologicos das MAs na relagiio dgua-planta sdo aborda-
dos em Nelsen (1987) e Sylvia & Williams (1992).

As plantas micorrizadas exibem também alteragdes metabdlicas, fisicldgicas e anatdmicas
diversas. Varias auxinas, citoquininas, giberelinas e vitaminas acumulam-se em maior quantidade em
plantas com MAs. Se estas sdo resultantes da interagio fungo-planta ou de seus beneficios primirios,
como da melhoria nutricional, ainda é urna questdo sem resposta. Diversos espetialistas consideram
que a maioria das alteragbes fisioldpicas resulta dos beneficios nutricionais, mas as alteracdes nas
substancias reguladoras do crescimento devem ser reguladas diretamente pela simbiose, pois sdo ne-
cessarias para o funcionamento {fluxo de metabdlitos) da associagio (Schwab et al., 1991; Smith et
al., 1994).

Os efeitos metabolicos das MAs incluem, principalmente: a) aumento do numero de varias
organelas; b) aumento da atividade enzimatica; ¢) aumento da abertura estomatal; d) aumento da taxa
de respiragdo € absor¢do de CO, (em até 20%); e} aumento da exsudagdo radicular; f) redugio do
contelido de amido (em até 50%); i) elevagio na relagdo C/P e N/P; h) alteragio na composigio de
arminodcidos; 1) acamulo de acidos graxos pouco comuns, como 16:1 (11c), e do pinitol. Estas altera-
¢Oes sio bem evidentes e interferem em outros processos como na nutrigdo e na microbiota associada.



A redugiio dos maleficios causados pelos fatores bidticos € também comumente relatada nas
MAs. Os fungos MAs nas raizes nfio aluam como agenies de biocontrole, inas amenizam os efeitos ou
danos causados pelos nematdides, fungos patogénicos do sistema radicular e algumas pragas. As
MAs reduzem a incidéncia de doencas na maioria dos casos chonhecidos, mas podem aumentar em
alpumas situagdes. Patdgenos foliares, por exemplo, podem ser favorecidos pelas MAs (ver Bagyaraj,
1984}, No caso dos nematdides, a interagio com os funges MAs pode resultar em aumento, redugio
ounenhum efeito sobre o ataque, mas existem evidéncias de maior resisténcia de plantas micorrizadas
e redugdo na reprodugdo dos nematdides. Como também se verifica em relagio aos patdgenos
radiculares, os efeitos dos fungos M As dependem de qual orpanismo se est..belece primeiro nas raizes.

A interagfic micorrizas com pragas € ainda pouco explorada. Rabin & Pacovsky (1985)
demonstraram que larvas de Heliothiy zeu e Spodoptera fiugiperda tiveram crescimento € pupagio
reduzidos quando alimentadas com folhas oriundas de plantas micorrizadas. [sto parece ser devido ao
acimulo de substiincias tdxicas ou com agfio repelente, come compostos aromiticos nas plantas
micorrizadas, Estes resultados abrem novas perspectivas para as MAs no cantexto da produtividade
agricola nos fropicos e precisam ser melhor avaliados no Brasil. Alguns pesticidas podem interferir
na micorrizagio, como se verifica com o uso do Carboxin, Captan e fungicidas sistémicos. Estes
podem controlar o agente alvo, mas podem também reduzir a micorrizagiio e tornar a cultura mais
exigente em nutrientes e mais suscetivel ao déficit temporario de dgua. A interagio MA-patogenos
pode também estar envolvida no declinio das monoculturas, que geralmente se manifesta com defici-
&ncias nutricionais e ataque de patdgenos radiculares. Os estudos conduzidos com aspargos nos Esta-
dos Unidos sio evidéncias destas relagdes, envolvendo inclusive a agio de aleloquimicos (Siqueira et
al., 1991a). Os mecanismos envolvidos nestas respostas ndo sdo conhecidos, mas resultam do melhor
vigor das plantas micorrizadas, ' _

As MAs podem também atuar como amenizadoras de estresses abioticos diversos, como
acidez, metais pesados, estresse osmotico e produtos quimicos (Sylvia & Williams, 1992), Alpumas
gramineas, como Brachiaria decumbens € Panicum virgatum L., crescem melhor ¢ absorvem menos
Al e mais Ca e P quando sio micorrizadas (Kos]oWsky & Boerner, 1989; Siqueira et al,, 1990). As
MAs podem aumentar a absorgio de metais pesados, mas protegem as plantas da {oxicidade destes,
quando em concentragoes moderadas {Sylvia & Williams, 1992). Os fungos MAs podem também
aliviar os efeitos fitotoxicos de doses sub-letais de fitotoxinas. Sigueira et al. (1991b) demonstraram
que a aplicagio do isoflavonéide formononetina, em solo contendo 13 ppb residual do herbicida da
Scepter (Imazaquin) e fungos MAs indigenas, reduziu a fitotoxicidade do herbicida residual para o
milho e sorgo. Estes efeitos nio foram observados quando o solo foi autoclavado para eliminar os
propigulos dos fungos MAs. Como ja foi exposto, a formononetina estimula a micorrizagio, que
através de mecanismos desconhecidos protege as plantas da fototoxicidade induzida por Scepter, Embora
ainda sem resultados experlmentzus, acredxta—se que as MAs possqm proteger as plantas de outros
produtos fitotoxicos.

As hifas dos fungos MAs e seus polissacarideos extracelulares desempenham fungic impor-
tante na agrepagao do.solo (Tisdall, 1994). Dentro dos agregados, as hifas formam uma rede que
atinge até 50 m de hifa por grama de agregado estivel, contribuindo de modo significativo para a
estabilizagdo dos mesmos. Estudas realizados na Austrilia (Tisdall, 1994} mostram relagdes muito
estreitas entre o cultivo € o comprimenta total de hifa e a proporgiio de agregados estiveis. Solos
cultivados ou em pousio continham menos de 5m hifa . g de solo e menos de 5% de agregados
estdveis, enquanto no sole virgem havia em torne de 17 m de hifa e 24% de agregados estiveis.
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Assim, os agregados sdo estabilizados pelas MAs que siio, por outro lado, protegidas pelos agregados.
Modelo conceitual para os efeitos das MAs na distribuiciio dos agregados por tamanho mostra que as
raizes finas € as hifas sdo os principais fatores determinantes do didmetro meédio geografico (Miller &
Jastrow, 1992). Como sclos bem agregados sio menos afetados pela erosio e mais produtivos, os
efeitos das MAs na agregacio contribuem para a.produtividade e sustentabilidade agricola e para a
conservagio ambiental,

5.5. Tecnologia das MAs
Uma das estratégias para alcancar a sustentabilidade de qualquer ecossistema ¢ maximizar o
uso dos microrganismos e processos bioldgicos benéficos do solo, dentre os quais destacam-se as
MAs, Esta associagiio apresenta enorme potencial biotecnologico, exercendo grande impacto na agri-
cultura e qualidade ambiental.
As MAs ocorrem na maioria das espécies de interesse econdmico, & os beneficios da
micorrizacio para o crescimento, nutrigio e sanidade das plantas variam marcadamente em virtude
dos componentes do sistema micorrizico (planta, fungo e solo) e do manejo destes componentes
(Johnson & Pfleger, 1992), Quando se pretende explorar esta simbiose, diversos aspectos destes
componentes precisam ser considerados (Tabela 5.14). Conforme a caracteristica vu condigdo de
cada componente téme-se estratégias diferentes ¢ esperam-se sucessos variades. Para culturas ndo-
micotréficas (ndo-micorrizicas), recomenda-se, ne caso de agrossistema, a rotagao com uma cspéc'ie
micotrafica para aumentar o nimero de propiagulos no solo. Culturas micorrizo-dependentes devem
ser inaculadas e o grau de sucesso esperado com a inoculagio pode ser alto, dependendo das outras
condigbes. Outro aspecto ¢ a fertilidade do sole. Os efeitos da micorrizagio sio maximos em condi-
¢oes de fertilidade média vu baixa (Figura 5.9) onde a inocu]aqﬁo, se praticada, terd sucesso. Em solo
de fertilidade muito baixa, recomenda-se a corregio antes da inoculagio, enquanto em solos muito
férteis devem-se reduzir as quantidades de nutrientes aplicadas via adubagao. A densidade e qualida-
de dos propagulos do solo. que determinam sua infectividade, ou seja, capacidade de formar MAs
espontineamente, constituem outro aspecto importante, Os fungos indigenas do solo podem ocorrer
em densidade baixa ou alta ou, até mesmuo, estar totalmente ausentes, e a efetividade simbidtica destes
pode também variar muito. Deve-se praticar a inoculagio em solos com baixa densidade de propagulos
de baixa efetividade, enquanto em solos com alta densidade de funpos efetivos deve-se manejar o
sistema de modo que esta populagio seja mantida sem muita alteragdo. O sucesso desta pratica, no
entanto, é dificil de ser previsto (Miller et al., 1994). Considerando todos estes aspectos, inoculacdes
bern sucedidas sio esperadas nas seguintes condigoes:
a)Solos com baixa infectividade ou totalmente isentos de propdgulos de fungos MAs. Exemplos:
solos degradados, fumigados, cultivados com plantas ndc-hospedeiras ou em pousio por periodos
prolongados; -

b)Solos com condigio nutricional abaixo do atimo para o crescimento maximo da cultura;

¢) Em condi¢des ambientais estressantes;

d) Locais com alta incidéncia de doengas do sistema radicular;

e) Quando espécies ou isolados fungicos efetivos e adaptados as condigdes edafoclimdticas forem
disponiveis para inoculagao;



f) Quando a fertilidade do solo e aplicagdes de fertilizantes e corretivos forem monitorados cuidado-

samente;

g)Quando a oferta de fertilizantes ou os pregos se tornarem limitantes para os agricultores;

h) Quande tecnologia apropriada para produgdo, armazenagem e comercializagdo de inéculo se tornar
disponivel.

Tabeln 5.14. Principais aspectos a serem considerados na utilizagio dos fungos MAs: condigdes do
solo e planta, estratégia recomendada e grau de sucesso esperado. Adaptado de Siqueira
& Saggin Jr. (1994).

Condigdes Estratégia Grau de
{planta, solo, fungo) adotada SICESS0
I - Relagio fungo-planta
Condigio nmicorrizica da planta Grau de dependéncia
Micorrizica Altamente dependente  Inocular Muito alto
Micorrizica Dependente Inocular Alto

Nizo-micorrizica

11 - Condigoes quimicas do solo

Nap se aplica

Rotagio cultura

Muito baixo

Fertilidade Efeito da micorrizagio

Alta Depressivo Red. adubagao Muito baixo
Media Benefico Inocular Médio
Baixa Muito benéfico Inocular Muito alto
Muito baixa Nenhum “Adubare inc_lcular Alto

{1] - Fungos nativos no solo

Propagulos no sclo Efetividade

Ausentes Nio se aplica [nocular Muito alto
Baixa densidade Baixa Ingcular Alto
Baixa densidade Alta Manejar Alto

Alta densidade Baixa Inpcular Baixo
Alta densidade Alta Manter Baixo
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A inoculagdo ndo sera bem sucedida em solos férteis ou naqueles submetidos a adubagdes
pesadas, pois a alta disponibilidade de nutrientes inibe o estabelecimento da simbiose e, mesmo que
ela se estabelega, os beneficios para a planta serdo reduzidos, inexistentes ou, até mesmo, as MAs
podem atuar como parasitas. Assim, a condigdo 6tima de fertilidade que maximiza a respostas das
MAs precisa ser determinada. Em solos com fertilidade muito baixa,a aplicagio de nutrientes, espe-
cialmente de P, pode aumentar os efeitos da inoculagdo, dependendo da espécie cultivada (Tabela
5.11). Isto esta relacionado ao déficit de P que € determinado pela demanda de P pela planta e supri-
mento pelo solo (Figura 5.11). Rclacig‘scmclhanlc deve existir para outros nutrientes que tém a
absorgao favorecida pelas MAs, especialmente Zn e Cu. Menge et al. (1982) verificaram que, em
solos da California, Estados Unidos, contendo acima de 34, 12 ¢ 27 ppm de P (Olsen), Zn ¢ Mn,
respectivamente, o citro nao responde a inoculagido com G. fasiculatum (= G.deserticola). De acordo
com esse estudo, a inoculagdo seria benéfica em 77% dos solos da Califérnia plantados com citros.

As condigdes biologicas do solo sao também de grande influéncia nas respostas a inoculagio.
Os efeitos da inoculagdo sao maiores em solos fumigados, mas ocorrem também em solos nao-esteri-
lizados (Figura 5.12). Em solos nao-fumigados, o fungo introduzido tem que competir com fungos
indigenas, geralmente bem adaptados, e com antagonistas, hiperparasitas e outros componentes da
biota do solo. A produtividade da mandioca, em resposta a inoculagao com fungos MAs, decresceu de
15% a 28% em solos com até 213 esporos . 100 g para 12% e 11%, em solos contendo 823 ¢ 1717
esporos . 100 g' de solo, respectivamente (Sieverding, 1991). Do mesmo modo, a resposta do
estilosantes a inoculagao foi minima em solos com mais de 20% de colonizagao pelos fungos indige-
nas (Mosse, 1981). No entanto, a infectividade da maioria dos solos agricolas ¢ baixa, podendo-se
obter respostas a inoculagio, como se verifica para o cafeeiro (Figura 5.12) e soja em solo de cerrado.

Figura 5.12. Efeito da inoculagao do cafeeiro com
Gigaspora margarita (MAR), em solo
nao-fumigado e adubado com difentes
quantidades de P.
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As MAs nio s3o compativels € nem mesmo necessarias em sistemas manejados intensiva-
mente, mas podem “representar as raizes de uma agricultura sustentdvel”. A importancia relativa e
potencial das MAs para a produgio agricola mundial decresce na seguinte ordem: agrossistemas de
baixo insumo, sistemas altamente alterados e sistemas manejados intensivamente, Contudo, as pres-
soes para reducao no uso de fertilizantes e biocidas, a adogdo de sistemas de rotagio e cultivos reduzi-
dos, melhor integragio com os ambientalistas e o desenvolvimento de tecnologias para exploragio das
MAs contribuem para aumentar sua importincia para os atuais sistemas intensivos de produgio agri-
cola. Nos sistemas alternativos de produgio, como no LISA (“low input sustainable agriculture”) e
agricultura orginica, as MAs desempenham papel de grande importdncia ( Douds-Janior et al., 1993).
Em condigbes controladas de produgdo, como aquelas com plantas envasadas e subslratos esteriliza-
dos, mudas em viveiros com solos fumigados e programas de recuperagio de dreas degradadas, as
MAs sio geralmente essencials para garantir o sucesso da exploragio.

Apesar do enorme potencial e do grande volume de estudos, a exploragio dos fungos MAs
em larga escala ainda apresenta vdrios obsticulos, sendo os principais apresentados a seguir:

a) Biologia do fungo & ainda pouco conhecida. O cardter biotrdofico obrigatorio dificulta estudos da
biologia basica e multiplicagio em larpa escala;

b) Falta de inoculantes aceitos comercialmente. Apesar de virias tentativas, a comercializagio dos
fungos MAs ¢ ainda muito limitada. Varias empresas internacionais colocaram no mercado produ-
tos como Nutri-Link (NPI-Estados Unidas), Mykovan (Filipinas), Mycori-Mix (Primier Peat-Ca-
nadd) e Vaminoc (UK e Japdo}, mas nenhum teve aceitagio ampla.

¢) Mercado € muito fragmentado devido & diversidade dos sistemas onde o uso & promissor;

d) Expectativas irreais dos diversos segmentos envolvidos na exploragio dos fungos MAs;

e) Falta de resultados consistentes e previsiveis a campo ¢ de andlise de custo e beneficios.

A falta de inoculante aceito comercialmente representa o principal obstdculo para a explora-
¢ao comercial dos fungos MAs. Mesmo existindo varias alternativas para multiplicacio do fungo in
vive (Sylvia & Jarstfer, 1994), utilizando-se meios inertes sem solo e hidroponia, inoculantes aceitos
comercialmente sio ainda raros. Mesmo assim, os fungos MAs podem ser multiplicados em solos ou
substratos desinfestados e utilizados para inoculagies. Para se conseguir iste, fungos devem ser isola-
dos ou introduzidos, multiplicados e selecionados para inoculagio ou mesmo para serem fornecidos
a0s pradutores ou fornecedores de inoculantes (Figura 5.13). Organismos selecionados sio utiliza-
dos para inoculagdes diversas e a viabilidade técnica ¢ econdmica do processo pode ser avaliada. A
partir das etapas iniciais de um programa de pesquisa, constatou-se, em laboratério da ESAL, que a
inoculagao do cafeeiro com fungos MAs, em solos pobres dos trépices, é vidvel na cafeicultura brasi-
leira (Siqueira et al,, 1993a). Mudas de cafeeiro devemn ser inoculadas com isolados de Glomi
etunicatum nativos do agrossistema cafeeiro selecionados quanto a efetividade simbidtica, ou com
Gigaspora murgarita, também de ocorréncia natural nos cafeeiros. Mudas de cafeeiro inoculadas na
repicagem para sacos plasticos, semienteiras maveis (bandejas) ou tubetes, crescem mais rapidamente
e com maior vigor que aquelas sem inoculagio. Estes aspectos se manifestam também quando estas
$a0 transplantadas para o campo {Siqueira et al,, 1993b). A pré-colonizagdo das mudas durante a
formagio representou aumento de produtividade média, em trés anos, equivalente a 7 sacas (de 60 ky)
de café beneficiado . ha! . ano'. Apesar de niio se conhecerem os custos exatos da inoculagdo nas
condigdes brasileiras, pode-se afirmar que a pré-colonizagiio das mudas € economicamente vidvel,
considerando os custos de U§ 5,00 . 1000 mudas’ (equivalente a U3 12,50 . ha'!), praticados nos
Estados Unidos. Estudos conduzidos em labaratdrio da ESAL indicam, em varios experimentos.
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aumentos de produtividade média do cafeeiro da ordem de 60% devido 4 pré-colonizago das mudas
e plantio de lavouras em solo de cerrado (Siqueira et al., 1993a), Testes de inoculagiio realizados por
agricultores, mediante o fornecimento de inoculante (solo infestado), também demonstram as vanta-
gens da inoculaglo. Procedimentos semelhantes podem ser adotados para outras culturas que passam
por fase de formagio de mudas e para espécies destinadas a reflorestamento ou recuperagio de dreas
degradadas (Franco et al., 1992). Portanto, embora ainda sem uma tecnologia amplamente utilizada,
a aplicagio das MAs em sisternas de produgio de mudas € uma realidade vidvel.

Culturas de fungos
nativos ou infroduzidos

Mutltiplicagdo em planta

hospedeira Fornecedores
de
Inoculante

Avaliagdo da efetividade e
eficiéncia simbidtica

l

Multiplicagdo em larga escala
e inoculagdo

A N

Plantas Substrates Mudas Culturas
micropropagadas inertes em viveiro anuais

|

Viabilidade técnica e economica

Figura 5.13. Principais etapas do desenvolvimento de tecnologia para uso da MAs.
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O uso das MAs em culturas de ciclo curto, como produtoras de grios, é mais dificil de ser
praticado via inoculagbes. A maioria dos solos agricolas tem propiagulos de MAs, mas geralmente
estes ndo se encontram em niveis suficientes para alcangar taxas de colonizagdo capazes de garantir
beneficios a culturas de ciclo curto, como a soja e o milho. A colonizagiia das raizes deve atingir seu
maximo antes do pico de demanda de nutrientes (P) (O'Keffe & Sylvia, 1991}, quando o déficit de P
&€ maximo. Como isto nio ocorre, devido a baixa infectividade do solo, a inoculagiio & geralmente
benéfica quando existe déficit nutricional. Diversos estudos realizados no exterior apontam os bene-
ficios da inoculagio (por exemplo, Baltruschat, 1987}, mas deixam claro a inviabilidade econdmica da
tecnologia, devido principalmente & elevada quantidade de inoculante necessdria ¢ ao custo de produ-
gao ¢ aplicagio do mesmo.

Alternativamente, pode-se manejar a populagfo fingica do solo através de rotagiio de cultu-
ras, visando aumentar a densidade de propdgulos e colonizagio micorrizica. Mas, segundo Mosse,
{1986), citado por Miller et al. (1994), “devido & diversidade dos fungos MAs, ao conhecimento ina-
dequado das relagdes fungo-solo ¢ 4 variabilidade de resposta das plantas, € dificil predizer os efeitos
da modificagio dos sistemas micorrizicos na produgio agricola”. Assim, o manegjo das MAs em
campos de produgio, embora de grande interesse biolégico e ambiental, parece dificil de ser consegui-
do. Nio obstante, em cascs coma os de solos sob pousio prolongado, cultivados com planta nio-
hospedeiras e nas monoculturas prolongadas, praticas come a rotagilo de culturas podem aumentar a
infectividade do solo. As condigdes micorrizicas do solo € a dependéncia das culturas sdo fatores
importantes na definigio de sistemas de rotagdo, devendo-se considerar o seguinte:

a) utilizar culturas com baixa dependéncia micorrizica, em solos com baixa infectividade;
b) utilizar culturas com elevada dependéncia micorrizica, em solos com alta infectividade;
c} utilizar, em solos infestados com patdgenos, plantas ndo-hospedeiras destes.

A descoberta de comipostos aromadticos capazes de estimular a micorrizagdoe (Nairetal., 1991;
Siqueira et al., 1991b) abre novas perspectivas para aplicacio das MAs em sistemas agricolas. A
aplicagio de formononetina no solo, por ocasido da semeadura, acelera a micorrizagic. Este compos-
to acha-se patenteado nos Estados Unidos como bioestimulante de solo (US patentsn” 5002603, 5085682
e 5125953) e, conforme resultados preliminares (Tabela 5,15), apresenta enorme potencial para o
desenvalvimento de tecnologia para a agricultura brasileira e mundial. Ha necessidade, porém, de
ampla experimentagiio a campo, para determinar solos ¢ condigbes onde a aplicagio do composto
tenha efeito parantido.

Tabela 5.15. Efeito da aplicacido de formononetina sintética nas produtividades do milho € da soja,
em latossolo na regido de Lavras (Siqueira et al., 1992),

Varidveis Milho - Soja

Conirele Formononetina  Controle Formononetina
Produtividade (kg . ha’) 3555 4405 1510 ' 2289
Aumento produgdo (%) - 24 - 52
Aumento receita (U3 . ha'') - 72 - 140
Impacto estimado* (U$ bi) _ - 0.9 - 1.6
Quantidade aplicada (g . ha) - 125 - 250

* Na ngricultura brastleis,
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CAPITULO 6

A BIOMASSA MICROBIANA DO SOLO FE SUA IMPORTANCIA
NOS ECOSSISTEMAS TERRESTRES

David A. Wardle!
Mariangela Hungria?

6.1. Introdugio

A biomassa micrebiana do solo & definida como o comiponente microbiano vivo do solo € €
composta de bactérias, fungos, microfauna e algas. O conceito de que, para determinados estudos,
toda a populagdo microbiana poderia ser tratada como um todo, foi proposte por Jenkinson (1966).
Para se ter uma idéia da diversidade e quantidade de microrganismos, Ritz et al. (1994) citam que em
apenas 1 cm? de solo sob pastagem pode conter milhdes de bactérias, milhares de protozoirios, cente-
nas de metros de hifas de fungos, centenas de fungos, insetos e outros organismos maiores,

A biomassa microbiana ¢ um componente critico de todos os ecossistemas naturais ou mani-
pulados pelo homem, porque € o agente regulador da taxa de decomposigiic da matéria orginica e da
ciclagemn dos elementos (Jenkinson & Ladd, 1981), atuando, portanto, como fonte e dreno {“source™
e “sink’™) dos nutrientes necessdrios ao crescimento das plantas (Ladd et al., 1985). Ja foram consta-
tadas rela¢des estreitas entre a biomassa microbiana e a produtividade das plantas (Okano etal,, 1987),
taxa de amonificagio (Holmes & Zak, 1994), taxa de decomposigio de residuos vegetais (Flannagan
& Van Cleve, 1983) e a biomassa dos niveis troficos superiores (Wardle, 1994a).

Desde o desenvolvimento da téenica de incubagio-fumigagiio para quantificar a biomassa
microbiana (Jenkinson & Powlson, 1976), o niunero de estudos sobre esse tema tem aumentado subs-
tancialmente, muitos dos quais relacionados ao desenvolvimento de metodologias para quantificar a
biomassa, o que foi discutido recentemente por Kune {1994), Powlson (1994} ¢ Wardle (1994b),

Mais recentemente, com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, os estudos
sobre aspectos fisiolégicos e genéticos da biomassa e sobre a diversidade da comunidade microbiana
também tém sido intensificados. Em relagio a diversidade bacteriana, por exemplo, Torsvik et al,
(1994) observaram que, pela extracio e analise do DNA das bactérias do solo, foi possivel detectar
uma diversidade cerca de duzentas vezes superior a encontrada nos estudos tradicionais de caracteri-
zacdo fenotipica fn vitrw. Outros métodos moleculares, como o uso de PCR {“polymerase chain
reaction”} e hibridizagdo comn seqit@ncias 16S rRNA, foram recentemente compilados por Ritz et al.
(1994), -

Neste capitulo sio abordados os principais aspectos ecologicos da biomassa microbiana, par-
ticularmente em relacdo a influéneia dos fatores ambientais bioticos e abidticos.

FI'f:s:qui::.'uinr, Ph), AgResearch Ruskura Agriculium] Reseaich Cemver, Privide Bag 3123, ilamilion, New Zealaml.
Ipesquisadorn, PhD., EMBARAPA-Ceniro Nacioual de Pesyuisa e Soju (CNFSo), Caixa Pastal 1Un1, CEF 86000-970, Lundring, PR,



196

6.2. Fatores Quimices
6.2.1. Teores de carbono e nitrogénio

A dinimica da bioniassa microbiana esta estreitamente correlacionada a dinimica da matéria
orginica do solo. A maioria dos sistemas naturais € fortemente limitada por nutrientes (Gottschal,
1990}, o que faz com que o5 microrganismos tenham crescimento lento ou mesmo figuem em estado
dormente, Nessas condigdes, as células ficam estressadas e, durante longos periodos, pede ser consta-
tada a auséncia de replicagdo do cromossomo (Chesboro, 1990).

A biomassa microbiana responde rapidamente 4 adigiio de carbono (C) e nitrogénic (N) pron-
tamente dispohiveis (Nordgren, 1992), o que sugere que a maicria dos componentes da microflora
estd limitada pelo C e pelo N (Knapp et al., 1983; Cochran et al., 1988). A biomassa microbiana,
entretanto, estd mais freqiientemente relacionada ao N do que ao C de sole (Martens, 1987; van de
Werf & Verstraete, 1987) e a proporgiio do C argdnico do solo imobilizade na biomassa microbiana
(ou a relagio C da biomassa:C orgdnico) estd freqilentemente correlacionada negativamente com a
relagio C:N no solo {Wardle, 1992). Os dados apresentados por Beare et al. (1990) demonstram que
a biomassa microbiana na cobertura vegetal morta & correlacionada positivamente com o teor de N e
negativamente com o teor de C dessa cobertura. Muitos estudos sobre a decomposigio da cobertura
vegetal morta mostraram que o N, e nio o C, regula a atividade dos microrganismos decompositores &
as taxas de decomposicao {Swift et al., 1979; Tayloret al., 1989). Isso fica evidenciado, por exemplo,
em um estudo sobre a decomposigio de palha de trigo ( Triticum aestivum L.) e de tremogo {Lupimis
albus 1.}, conduzido no norte do Parana, onde foi observado que a palha da leguminosa, com maior
concentra¢io inicial de N e menor relagio C:N, resultou em uma taxa de mineralizagdo liquida de
54 kg a 82 kg de N,ha™! em 130 dias, enquanto que a mineralizagdo da palha de trigo foi de 13 kga
47 kg de N.ha™! (Andrade et al., 1993h). Deve-se salientar, porém, que a importineia do C e do N nos
mecanismos regulatdrios da atividade da biomassa microbiana pode variar substancialmente entre os
diversos tipos de solo (Gallardo & Schlesinger, 1992; Wardle, 1992).

Fatores que alteram os teores de matéria orginica do solo normalmente pravocam também
alteragdes na biomassa microbiana. Isso € particularmente evidente quando residuos de plantas sio
adicionados ao solo (Sorenson, 1983; Dalal et al., 1991}, ou quando ocorre um decréscimo no teor de
matéria orgianica (West et al., 1986; Bonde et al., 1988),

A qualidade da matéria orginica também & importante para estimular a biomassa microbianae
adigtes de residuos de alta qualidade podem aumentar a relagio C microbiano:C orgdnico nos solos
(Powlson et al., 1987; Saffigna et al., 1989). O C e N presentes na cobertura vegetal merta e nos
compostos derivados da cobertura vegetal morta sfio, de um modo geral, aproveitados imediatamente
pela biomassa microbiana, conforme tem sido demonstrado em estudos com isétopos (Amato & Ladd,
1980; Ladd et al., 1981; Qcio et al., 1991).

As relagOes entre a biomassa microbiana e o teor de N mineral do solo, ou mesmo aresposta d
adigiio de N mineral no campo sio contraditorias ( Wardle, 1992). Alguns estudos chegam a mostrar
um efeito negativo da adig¢ia de N na biomassa microbiana (Séderstrom et al., 1983; Ohtonen &
Markkola, 1991), o que pode estar relacionado a um estimulo da nitrificagio, aos efeitos negativos do
ion nitrato na microflora (Verhaegen et al,, 1988) ou, ainda, ao estimulo no crescimento da planta,
resultando em maior competi¢do entre a planta e 058 microrganismos por nutrientes.
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Embora varios estudos tenham sido feitos para investigar a resposta da biomassa microbiana
ao C e N da matéria orgnica, pouco se sabe sobre a resposta da biomassa microbiana a outros elemen-
tos, como o fosforo. A maioria dos estudos conduzidos investigou a resposta da biomassa microbiana
a adigiio de fertilizantes contendo N e P, de modo que os efeitos ndo podem ser separados (Wardle,
1992). Os niveis de P himitam a biomassa microbiana em algumas situagdes, mas ndo em autras
(Scheu, 1990), e a adigdo de P pode exercer efeitos estimulatorios (Biederbeck et al., [984) ou neutros
(Tate et al., 1991). Ha evidéncias, também, de que a biomassa microbiana pode mostrar uma relagio
positiva com o teor de enxofre ¢ potassio do solo (Lawrence & Germida, 1988).

Finalmente, parece haver concordincia que a redugdo nos teores de C e N da matéria organica
proveca um decréscimo no teor da biomassa microbiana., Areas sob pastagem t&m maior biomassa do
que solos cultivados (Drury et al,, 1991, Pfenning et al., 1992) e menor do que solos sob vegetacio
natural, como florestas (Ayanaba et al., 1976; Srivasava & Singh, 1991). A retirada de florestas pode
resultar, a longo prazo, em efeitos negativos na biomassa microbiana (Luizou et al,, 1992 ; Mazzarino
etal., 1993}

Resultados encontrados no Brasil geralmente contrastam com os obtidos em regides tempera-
das, apresentando maior ciclagem da biomassa. Desse modo, a queimada da vegetagio natural reduz a
biomassa microbiana {Fritze et al., 1993}, tendo provocado uma queda de 87% no teor desta, confor-
me estudo conduzido na Regido Amazdnica (Pfenning et al., 1992). Na Regiac Sul do Brasil tambeém
foi constatado que redugdes no teor de matéria orginica causadas pelo cultivo do solo refletem na
biomassa microbiana. No Parand, a retirada da mata natural (Figura 6.1) ou do campo nativo no Rio
Grande do Sul reduziu o teor de C e N do solo. Em apenas quatro anos foi constatado um decréscimo
drastico no teor de biomassa micrebiana no solo descoberto (Figura 6.2} ¢ decréscimos menores,
porém substanciais, quando o campo nativo foi substituido por guandu e milho (39%), siratro (33%),
aveia e milho {(47%), ou pangola (48%) (Cattelan & Vidor, 1990a,b).
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Figura 6.1, C-orginico e N-total no solo, na camada de 0-10 cm, apds sete anos e meio de cultivo em
um LR eutréfico em Londrina, PR, e em um LR ilico em Campo Mourdo, PR. Letras
indicam diferencas estatisticas no nivel de 5%, pelo teste de Tukey, para cada local. Se-
gundo Santos (1993}, :
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Figura 6.2. Biomassa microbiana, avaliada pelo método de fu-
migacdo-incubagdo (mg. 100 g~' solo), e atividade
microbiana, estimada pela liberagdo de CO, do solo
ndo-fumigado, durante 20 dias, em um PVE do
Rio Grande do Sul, sob diferentes sistemas de cul-
tivo. AvaliagGes realizadas na camada de 0-5 cm
do solo. Valores médios de 12 €épocas. Segundo
Cattelan & Vidor (1990b). '

Alguns sistemas de plantio também permitem teorss mais elevados de matéria orginica. Um
exemplo tipico € o de plantio direto em relagfio ao plantio convencional. No plantio convencional sio
utilizadas as operagdes de cultivo primdrie, com aragdo (arade de disco, aiveca ou escarificador),
seguidas pelo cultivo secundario, com grade de disco pesada. A aragio ¢ gradagem podem, ainda, ser
feitas em uma unica operagio, com uma grade de disco. Jd no plantio direto, bastante utilizado no sul
do Brasil, a semeadura ¢ realizada sob residuos da cultura anterior sem movimentagio do solo, exceto
na linha de semeadura, o que. permite grande acumulo de residuos vegetais (Figura 6.3). Quando
comparado ao plantio convencional, o plantio direto favorece o acumulo de matéria orginica (Figura
6.4) e a biomassa microbiana { Figura 6.5). Essa diferenga observada na biomassa microbiana entre o
plantic direto e convencional nos solos do Parand ¢ muito mais elevada do que as observadas em
regides temperadas, que ficam em torno de 10% a 20% {Wardle, 1992, 1994a).
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Figura 6.3. Soja (Glhveine max L. Merrill) sob o sistema de plan-
tio direto, mostrando a cobertura morta com aveia
preta (Avena strigosa). Cortesia de Dr. Eleno Torres
(EMBRAPA-CNPSo).

Nesses estudos, porem, ¢ dificil separar os efeitos diretos, da adigao de C e N pela adigao de
matéria organica, dos efeitos indiretos, causados pelas menores variagdes de temperatura e umidade,
fatores estes que estao diretamente relacionados a atividade da biomassa microbiana. A adigao de
6,6 t de palha.ha™' a um solo descoberto no Rio Grande do Sul, por exemplo, reduziu a temperatura
maxima do solo de 38° C para 30" C (Morote et al., 1990). No Parand, a temperatura maxima, a 3 cm
em solo sob plantio direto, atingiu 36°C, enquanto que sob plantio convencional foi de 46°C, consta-
tando-se , ainda, menor disponibilidade de agua (Sidiras & Pavan, 1985). Essas diferengas na tempe-
ratura e umidade do solo podem ser responsaveis, em grande parte, pela redugio do numero de células
de certos microrganismos do solo, como os fixadores de nitrogénio, fungos micorrizicos vesiculo-
arbusculares (Voss & Sidiras, 1985; Andrade et al., 1993a), actinomicetos, solubilizadores de fosfato.
Por outro lado, foram observados incrementos de 57% na proporg¢io de esporos de bactérias, que sdo
formas de resisténcia que aparecem sob condig¢des de estresse (Cattelan & Vidor, 1990b).

6.2.2. Relagoes com as plantas

As plantas normalmente estimulam a biomassa microbiana, principalmente porque a rizosfera
esta constantemente exudando formas prontamente disponiveis de C ¢ N (Smith & Paul, 1990), que
sao absorvidas pela microflora, o que fica evidenciado por estudos com isotopos (Bottner et al., 1984;
Schniirer & Rosswall, 1987).

Esse padrio de estimulo, entretanto, nio ¢ universal, e as plantas as vezes reduzem a biomassa,
provavelmente pela competi¢ao por nutrientes com as raizes (Okano et al., 1991), como mostra a
Figura 6.6. Foi sugerido, ainda, que as plantas podem estimular ou inibir a biomassa, dependendo de
qual forga for determinante, o estimulo da rizosfera ou a imobilizagao (van Veen et al., 1989).
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Figura 6.4. Carbono orgénico em um LR eutrdfico, apés sete anos
e meio de cultivn, sob plantio direto ou convencional na
regido de Londrina, PR. Médias de quatro repetigdes
segnidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamen-
te, no nivel de 5% pelo teste de Tukey entre os sistemas
em cada profundidade, Segundo Santos (1993).
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Figura 6.5. Biomassa microbiana em um LR, sob plantio convencional ou
direto. A biomassa foi expressa pelo teor de N (uz N.g“ de solo
seco) e avaliada pelo método de famigacio com clorofoérmio e
extragio com sulfato de potdssio {0,25 M). Médias de sete cole-
tas realizadas durante 14 meses, cujos valores diferiram estatisti-
camente no nivel de 5% pelo teste de Tukey, Segundo Andrade et
al. {1993a). '
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Como as plantas reguiam a fonte de nutrientes para os microrganismos ¢ contribuem qualitati-
va ¢ quantitativamente para o0 acumulo de matéria organica, a natureza da comunidade vegetal € muito
importante. Conseqgiientemente, os estudos sobre sucessdo de plantas normalmente mostram padroes
previsiveis de acamulo de biomassa, pelo menos nos estadios niciais (Halvorson et al., 1991; Fenn et
al., 1993). Essas mudangas sdo, quase que certamente, relacionadas as limitagdes de C ¢ N (Zak et al,
1990; Bosatta & Agren, 1994) ¢, nos estadios posteriores, possivelmente devido ao P (Scheu, 1990).
FlutuagGes temporais da biomassa microbiana também sdo menores nos sistemas posteriores de su-
cessdo (Santruckova, 1992), sugerindo que a dindmica da biomassa microbiana estabiliza 4 medida
que o ecossistema desenvolve.

BIOMASSA MICROBIANA
{pg N/g SOLO SECO)

3 8 3 8 8 3
1 | 1 2 i - J

Mai-92 4 Antes do Trigo — Q

Ago - 92 - O

Out - 92 -

Nov- 92 -4 Antes do Soja

Jan - 93 - o
Abr-934 -+—— (Coleta da Soja
Jun - 93 o

|

Figura 6.6. Teor de biomassa microbiana, avaliada pelo método de
fumigag¢io-incubagio, durante um ano agricola de plan-
tio de soja e trigo, em um LR do Parana. Segundo
Andrade et al. (1993a).
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As espécies de plantas t8m grande influéncia na biomassa microbiana e, de um moedo geral,
plantas de espécies diferentes em um mesmo solo resultam em nivels diferentes de biomassa microbiana
(Drury et al., 1991; Sparling et al,, 1992), o que normalmente resulta de diferengas qualitativas e
quantitativas na adi¢iio de matéria orginica ao solo. Os sistemas de rotagio e sucessdo de culturas
influenciam a populagio microbiana pela presenga de determinadas espécies de plantas. Nos sistemas
de rotagio com soja/milho/trigo e sucessio milho/trigo e soja/ trigo, os microrganismos foram favore-
cidos pela presenga da leguminosa (Andrade et al., 1993a; Colozzi-Filho et al., 1993). Resultados
semelhantes foram observados no consoreio de feijao e milho e na monocultura do feijio em relagio
a do milho {Andrade et al., 1993c). Anderson & Domsch (1989) também obsetrvaram que as rotages
de cultura podem estimular a biomassa microbiana e a relagio C da biomassa:C orginico, indicando
provavelmente maiet diversidade dos microhabilats do solo devido a maior variabilidade nos tipos de
tecido. De fato, Andrade et al. (1993¢) constataram que com o consorcio milho/feijao as espécies de
fungos MVA e de Rhizobium foram mais numerosas nos solos que na monocultura com mitho. Essa
riqueza de comunidades vegetals em sistemas agricolas parece exercer efeitos pronunciados na dinf-
mica da biomassa microbiana, implicando geralmente em incremento no teor € maior biodiversidade
(Wardle & Nicholson, dados ndo publicados). Com certeza, parte dos resuliados citados no item
anterior, sobre diferencas na biomassa microbiana com diferentes coberturas de solo, resulta também
da diversidade de espécies vegetais {Wardle, 1992),

6.2.3. pH do solo

A biomassa microbiana & normalmente relacionada positivamenta com o pH do sole (Wardle,
1992). Em alguns locais, entretanto, a biomassa dos solos dcidos € bem adaptada ds condigdes dcidas
{Nioh et al., 1993). Embora a acidifica¢io freqiientemente exerga efeitos negativos na biomassa
microbiana, o grau de inibigdo € bastante varidvel. Em algumas situagdes, a biomassa s6 & inibida
quando o pH atinge valores muito baixos, como 2,0 ¢ 3,0 (Baath et al,, 1979). A importincia do
aumento do pH no incremento da bigmassa microbiana também foil demonstrada pela adigio de calcdrio
(van Litzow et al., 1993; Smolander & Malkonen, 1994). Entretanto, embora a calagem inicialmente
estimule a biomassa microbiana, sepundo Andrade et al.(1994), apds um valor determinado do pH
comega a ocorrer inibi¢io (Figura 6.7) . Ao resxaminar dados de literatura, Wardle (1992) encontrou
que, na andlise da variagfio espacial da biomassa microbiana, o efeito do pH € geralmente menos
importante do que o teor de C ou N, mas que o pH apresenta importincia semelhante a do Ce N
quando a variagio espacial da relagio C:N € considerada. _

Um fator relacionado ao baixo pH ¢ o aumento no teor de aluminio, que pode ser téxico aos
microrganismos do solo. A biomassa em solos sob vegetagao (com eucalipto, por exemplo) foi infe-
rior a das amostras de solo sob mata nativa, o que foi explicado pelo menor teor de aluminio neste
ultimo sclo (Della Bruna et al., 1991},

0.2.4. Metais pesados e pesticidas

Os metais pesados podem influenciar fortemente a biomassa microbiana, sendo bastante im-
portante quando a contaminagio ocorre de um modo continuo por vérios anos (Brookes & McGrathm,
1984). Coma exemplo, tem-se que a biomassa microbiana ¢ afetada por altos niveis de cobre, poden-



do-se observar que a relagio C:N da biomassa € reduzida nas proxiimidades das minas de cobre (Biath
et al., 1991). Os fungicidas frequentemente exercem efeito inibitdrio nos componentes fangicos da
biomassa microbiana { Anderson et al., 1981), mas os herbicidas tendem a exercer efeitas variaveis,
geralmente de menor impartincia e intensidade, quando comparados com a variagio espacial e tem-
poral da biomassa microbiana (Wardle & Parkinson, 1991). Sio poucos os relatos confiaveis que
demonstrani que quando os herbicidas foram aplicados em concentragdes realistas afetaram a biomassa
microbiana. Muitos estudos que relataram efeitos inibitorios de herbicidas em nivel de campo estavam
provavelmente avaliando os efeitos indiretos pela alteragio da cobertura vegetal {Wardle, 1994a).
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Figura 6.7. Relagdes entre a biomassa microbiana do solo {(bactérias e fungos) e
outros componentes da biota do solo. '

6.3. Fatores Fisicos do Solo
6.3.1. Textura

A textura do solo exerce efeitos importantes na biomassa microbiana, e um teor elevado de
argila estimula a manutengio da biomassa. [sso provavelmente ocorre porque a argila aumenta a ab-
sorcdo dos produtos orgdnicos € nutrientes, serve como tampio as mudangas de pH e protege as
microrganismos contra predadores (Smith & Paul, 1990). Na Amazénia, por exemplo, a biomassa
microbiana fol avaliada em §17ug C.¢™' de solo na camada superficial de um latossolo amarelo muito
argiloso sob mata natural, enquanto que em outro latossolo, com menor teor de argila, o acumulo foi
de 463 pg C.g~' de solo (Pfenning et al., 1992). Recalculando diversos dados de literatura, Wardle



(1992) demonstrou que, de wim modo geral, a biomassa micrebiana, mas niio a relagio C da biomassa:C
orgfnico, ¢ fortemente correlacionada com o teor de argila no solo. Este resultado sugere que o prin-
cipal papel da argila no estimulo da biomassa microbtana estd relacionado a sua habilidade de reter C
e N orginicos.

6.3.2. Estrutura

A biomassa microbiana do solo também € alterada pela estrutura do sole €, com o aumento nio
tamanho e estabilidade dos agregados, geralmente ocorre um incremento no teor da biomassa {Drury
et al., 1991; Carter & Mele, 1992). Em sistemas de cultivo onde as priticas de prepara do solo sio
mintmzadas, a estabilidade dos agregados do solo aummenta. Quando o sistema convencional foi
comparado com o plantio direto em solos do Parand, o tltimo favoreceu a estabilidade dos agregados,
avaliada pela maior proporgio de agregados maiores do que 4 mm e maior difinetro médio geométrica
das particulas (Santos, 1993). Essas condi¢des do plantio direto favorecem o desenvolvimento de
hifas de fungos (Hendrix et al., 1986) e, aparentemente, existe um mecanisimo de retroalimentacio
entre a estrutura do solo e a formagéo de cadeias de hifas de fungos.

6.4. Microclima do Solo

Normalmente a biomassa micrabiana declina rapidamente com a secagem do solo e aumenta
com a recuperagio do teor de umidade. Estudos com isotopos indicam que uma proporgio significa-
tivado C e N da biomassa microbiana pode ser liberada durante os ciclos de secagem e umedecimento
(Marumoto et al., 1982), Contudo, existem alguns relatos de relacdes negativas entre a biomassa e a
umidade do solo, que ocorreram pelo estimulo de predadores sob alta umidade (Flanagan & van Cleve,
1977) ou morte das raizes durante longos periodos de seca, que estimulam o crescimente de fungos
tolerantes (Ross et al., 1984). Outros estudos que detectaram relagdes negativas ou aleatorias entre a
biomassa microbiana e a umidade do solo provavelmente indicam problemas metodoldgicos, ou mes-
mo que as avaliagdes da biomassa microbiana variam com os gradientes de umidade do solo {Wardle
& Parkinson, 1990},

A biomassa microbiana & composta de diversas espécies, que apresentam diferentes graus de
suscetibilidade a secagem. Além disso, a biomassa microbiana em solos submetidos a ciclos fregiien-
tes de secagem e umedecimento ¢, de um modo geral, mais resistente a deficiéncia hidrica do que a
biomassa de solos que nio passam por ciclos de umidade (Sparling et al., 1981). As condigdes de seca
reduzem a disponibilidade de solutos e, portanto, é razodvel assumir que os microrganismos adapta-
dos & seca sejam tolerantes a periodos longos sem nutrientes {Rosacker & Kief, 1990). Por outro lado,
o metabolismo anaerdbio € menos ative do que o aerdbio e, provavelmente por isso, a biomassa de
solos continuamente alagados € inferior a dos solos com boea aeragdo. Em um solo de varzea na Ama-
zbnia, a biomassa foi duas a trés vezes inferior a do solo com boa aeragio (Pfenning et al., 1992).

A temperatura do solo também afeta a biomassa microbiana, embora nio se tenha umn entendi-
mento perfeito sobre os processos envolvidos. Temperaturas elevadas podem encorajar a atividade
microbiana com a conseqiiente deficiéncia de substrato, resultando no declinio da biomassa microbiana
(Joergensen et al., 1990). Entretanto, a biomassa microbiana mostra relagdes varidveis com a tempera-
tura, o que esta presurmvelmente relacionado com a temperatura otima das espécies presentes em um
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determinado sistema {Wardle, 1992). Ciclos de congelamento ¢ descongelamento podemn ser impor-
tantes na ciclagem microbiana, uma vez que o descongelamento ¢ rapidamente seguido por cresci-
mento microbiano, auxiliado, ainda que parcialmente, pela disponibilidade de substrato (Flanagan &
van Cleve, 1983).

As flutuagoes na biomassa microbiana sdo governadas, pelo menos em parte, pela umidade ¢
temperatura do solo. E razoavel, portanto, esperar variagoes sazonais elevadas no teor de biomassa
microbiana em locais onde as diferengas climaticas entre as estagdes do ano sejamn grandes €, como
exemplo, Flanagan & van Cleve (1977) e Cochran et al. (1989) citam as areas subpolar e boreal e
Singh et al. (1989) as dreas com estagdes imidas e secas pronunciadas. No caso da comparagdo entre
o plantio direto e o plantio convencional, certamente grande parte do efeito positivo do primeiro siste-
ma na biomassa microbiana (Andrade et al., 1993a) se deve as menores variagdes da umidade e tem-
peratura do solo (Sidiras & Pavan, 1985). Wardle (1992) identificou, através da andhise de dados da
literatura, quatro respostas da biomassa microbiana as variagdes sazonais, que foram denominadas de:
1) resposta positiva ao aumento no teor de umidade do sole; 2) resposta negativa ao aumento no teor
de umidade; 3) resposta positiva ao aumento na temperatura; e 4) resposta positiva a produgio de
raizes. As respostas da biomassa as mudangas sazonais siio importantes nos estudos de modelagem
utilizados para prever a ciclagem microbiana, Segundo esses modelos, a ciclagem € mais ripida em
climas quentes (que freglientemente apresentam menor variagio entre as estagdes. Contudo, admite-
se que a ciclagem microbiana em climas mais frios, com extremos de temperatura durante o ano, possa
ser maior do que se acredita.

6.5. Interacdes Troficas

A biomassa microbiananiio & um componente isolado no sistema do solo; ao eontririo, interage
estreitamente com muitos outros componentes. Bactérias e fungos ccupam um nivel tréfico interme-
didrio na rede de decomposigiio alimentar, onde sio dependentes da disponibilidade de recursos provi-
dos por niveis troficos inferiores {principalmente plantas, como discutido anteriormente) e também
por niveis troficos mais elevados (ex. nematdides, protozodrios, dcaros, col@émbolos). A posigdo tréfica
da biomassa microbiana é mostrada na Figura 6.7. As massas fungicas ¢ bacterianas sio, portanto,
aparentemente influenciadas pela dinfmica de qualquer um dos grupos com os quais interagem.

6.5.1. Protozodrios e nematéides

A estimulagio da microflora do solo, pela adicio de substrato, por exemplo, parece induzir um
aumento na macrofauna associada (nematdides, protozodrios). Mas esse incremento na macrofauna
pode, por outro lado, causar uma supressio da microflora através da pressio alimentar e presséo fisica
(Clarholm, 1984). Isto parece ocorrer mais com bactériag do que com fungos, ¢ qualquer aumento
potencial das bactérias induzido por retorno de matéria orginica ou efeitos da rizosfera parece ser
amilado por essas pressdes dos protozodrios ¢ nematéides (Ingham et al., 1986}. As bactérias sdo
usualmente consumidas ao acase € menos adaptadas do que os fungos em suportar a pressio da
macrofauna do solo. Os fungos possuem uma gama de adaptagdes, tanto morfoldgicas como quimi-
cas, na competi¢io com protozoarios € nematdides, € embora a biomassa fingica as vezes seja reduzi-
da (Wasilewska et al., 1975), os efeitos ndo sio usualmente severos. Aparentemente, portanto, a biomassa



bacteriana ¢ regulada por forgas “de cima para baixo” {pela macrofauna, por exemplo), enquanto que
os fungos sio regulados “de baixo para cima™, ou seja, pela disponibilidade de substratos € niveis de
matéria orginica { Wardle & Yeates, 1993, Wardle, 1994a). Asinteragbes entre a microfaunae a biomassa
microbiana (principalmente bactérias) incrementam a ciclagem microbiana, que tem implicagdes 1m-
portantes para intensificar a disponibilidade de nutrientes { Bouwman et al., 1994) e o crescimento das
plantas {Ingham et al., 1985).

6.5.2. Acaros e colémbolos

Os colémbolos (ordem Collembola) e muitas espécies de dcaros sdo “saprofagos™, significan-
do que se alimentam de restos de vegetais e de hifas flngicas que crescem atraveés deles. Muitas
espécies se alimentam seletivamente sobre hifas fingicas presentes na superficie dos restos vegetais.
Na verdade, quando os dcaros e col@mbolos se alimentam de fungos, isso € benéfico para os fungos do
solo, provavelmente resultando em estimulo ao crescimento das hifas, o que ocorre pela remogdo de
hifas senescentes, pela transformagiio de residuos e pelo estimulo a dispersio (Visser, 1985). Um
crescimento compensatorio consideravel dos fungos pode ser constatado se ocorrer um grau elevado
de frapmentagdo do habitat pelos colémbolos (Bengtsson etal., 1993). A biomassa fungica e a produ-
tividade sio, freqiientemente, maximizadas na presenga de uma populagdo intermedidria de
microartropodes, mas em solos com alta intensidade geralmente ocorre supressio da biomassa fingica
(Hanlon, 1981). O aumento damassa fiingica e o liberagio de nutrientes, causados por uma populagio
intermediaria de microartrépodes do solo, podem resultar em uma importante contribuigio a
mineralizagiio da matéria orginica do solo e dos restos culturais {Seastadt, 1984).

6.5.3. Macrofauna

O grupo mais conhecido e estudado da macrofauna € o das oligoyuetas terrestres (iminhocas).
A influéncia das oligoquetas sobre os microrganismos resulta da modificagio do material ingerido por
clas no passar pelo trato intestinal. Dejetos das oligoquetas contém conjuntos modificados de micror-
ganismos, ¢ as bacterias tendem a ser intensificadas, provavelmente ds custas dos fungos {Daniel &
Anderson, 1992). Isto acontece, passivelmente, porque as oligoquetas estimulam alguns microrganis-
mos através da modificacdo da natureza quimica e fisica do seu ambiente e, simultaneamente, pela
digestio de outros microrganismos, principalmente funpos (Edwards & Fletcher, 1988). O resultado
€ que a composigio da massa microbiana € alterada, enquanto que a biomassa total yeralmente niio &
afetada (Scheu, 1990, 1994). As oligoquetas podem também ter efeito indireto na nmcroflora do solo,
pelo incremento da infiltragio, revolvimento de restos culturais para camadas profundas e intensifica-
¢do da produtividade das plantas (Wardle, 1994a).

QOutros grupos da macroflora podem, potencialmente, exercer efeitos importantes na biomassa
microbiana, embora isto tenha sido pouco estudado. A macrofauna sapréfago (por exemplo, miridpodes,
besouros, formipas, cupins} pode ser extremamente abundante em alguns ecossistemnas, e a passagem
de materiais através de seus tratos intestinais pode ter efeitos diretos ¢ importantes na microfiora do
solo {Andcrson elal., 1983; Wolters, 1989). A macrofauna predatoria (por exemplo, aranhas, carabideos,
estafilinidens) pode estimular a biomassa microbiana ao se alimentar daqueles organismos que con-
somem microrganismos (Kajak et al., 1993; Wardle, 1994a),
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6.6. Distribuicio Global da Biomassa Microbiana

Enquanto a maicria dos estudos fica concentrada na investigagiio da biomassa microbiana em
um escala geogrifica relativamente estreita, as diferengas entre os ecossistermas s¢ podem ser avalia-
das se for utilizada uma escala geografica mais ampla. Para avaliar os fatores que influenciam a
biomassa microbiana em uma escala global, Wardle {1992) recalculon os valores de C e N da biomassa
encontrados em | 12 trabalhos (listados no apéndice | de Wardle, 1992). Esses estudos foram realiza-
dos desde a regido polar até os tropicos, e a sua andlise foi realizada com a finalidade de relacionar a
biomassa do solo com as prapriedades fisicas e quimicas do solo e com o macroclima, Nessa andlise,
o C e o N da biomassa microbiana foram fortemente correlacionados com os nfveis de Ce N em
florestas, solos cultivados e pastagens. Esses efeitos Foram mais fortes do que os efeitos relacionados
ao macroclima. A biomassa foi positivamente relacionada ao pH somente nos solos cultivados, nin
apresentando correlagiio coma relagiio C:N. Entretanto, quando se considerou a relagio C microbiana:C
orginico, relagdes negativas foram enconiradas com a relagio C:N do solo, enquanto que as relagdes
com o pH foram positivas, particularmente em ecossistemas florestais,

Em bases globais, o C da biomassa microbiana foi negativamente correlacionado com a tem-
peratura do més mais fria em solos cultivados, pastagens ou solos crginicos de floresta, mas nao em
solos minerais de florestas. Essa relagiio negativa parece estar relacionada com a maior atividade
microbiana em climas quentes, resultando em perda de matéria orginica do solo e, portanto, reduxzin-
do a fonte de sustentagio da biomassa. A precipitacio anual ndo mostrou uma correlaglo consistente
com a biomassa microbiana. A relaggo C microbiano:C organico foi independente do macroclima,
exceto nas florestas, onde foi encontrada uma relagio positiva com a temperatura do més mais frio. Os
resultados dessa analise, portanto, sugerem que a biomassa microbiana, em uma escala global, &
influenciada primariamente pela “qualidade™ do solo, e que os efeitos macroelimaticos sdo secunda-
rios. [sto ocorre porque os microrganismos sio gerakmente adaptados ao clima de sua irea geografica,
provavelmente porque evoluiram nesse ambiente.

Quando esses 112 estudos foram classificados em grupos de ccossistemas, observaram-se
diferengas entre os ecossistemas { Tabela 6.1}, A biomassa microbiana etn florestas tropicais 1mobiii-
za uma proporgio maior de C orginico total do que em forestas temperadas, especialmente de coniferas;
1s50, porém, nic ocorre em telagdo ao nitrogénio. Esse padriio parece nilo ocorrer também em solos
cultivados, mas siio necessarios mais estudos, particularmente nas regides tropicais, para confirmar
gssa premissa. Em soclos cultivados, os nivels de C e N da biomassa microbiana também sic menores
do que nos sclos sob floresta on pastagem, mas a proporgdo entre o C orginico no solo e o N na
biomassa microbiana nio & menor, indicando que a conversio de sistemas naturais {(ou perenes) em
sistemas cultivados reduz a biomassa micrabiana, particularmente pela reducgiio dos nivers totais de
matéria organica do solo.

(Os dados na Tabela 6.1 podem ser usados para fornecer uma medida aproximada do Ce N
imobilizados na biomassa microbiana, Tal informagio é de interesse nos estudos scbre a contribuicio
dos microrganismos nos ciclos do C e N {Smith & Pauli, 1990). Quando esses dados sdo combinados
corn 0s dados globais de C e N fornecidas por Smith & Paul (1990) e Anderson {1991), as estimativas
do C e N globais na biomassa microbtana, em Gt (onde: 1 Gt =10 15 g) sfo: florestas tropicais (C=
3,68, N = {,43); floresta boreal conifera (C = 1,82, N=0,25); floresta temperada (C = 1,48, N=
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0,20); savana (C= 3,73, N=0,38); pastapem temperada (C = 3,03, N=0,48); ¢ tundra (C= 10,18,
N = 0,03). Essas figuras sugerem que as massas de C e N plobais que estdo alocadas na biomassa
microbiana sio de, respectivamente, 13,9 Gie 1,83 Gt, representande 1,4 % e 2,8%, respectivamente,
do C ¢ N armazenados na Terra.

Tabela 6.1. Valores médios do C (C mic) e do N (N mic) da biomassa macrobiana e darelagac C mic:C
orginico total do salo (C org) e N total do solo (N tot) em uma série de ecossistemas,
resultantes de uma revisiio de 112 estudos. Modificado de Wardle (1992).

Ecossistema C mic C mic.{C org)™ N mic N mic.(N total) ™"
(peC.g™' solo) (x 100) {ugN.g " solo) (x 100)

Floresta tropical umida 986 1,99 100 4.41

Floresta tropical seca 653 N 65 3,44

Floresta temperada
{angiosperma) 877 1,43 93 3,19

Floresta temperada

{conifera) 736 0,93 - -
Pastagem tropical 342 2,87 a5 4,24
pastagem temperada 1011 2,04 170 3,66
Terra cultivada

tropical 240 1,96 48 3,99

Terra cultivada

climas amenos 331 2,47 47 2,73
Terra cultivada
climas frios 461 2,68 64 132

Relativamente, pouco se sabe sobre o tempo de ciclagem da biomassa microbiana, mas as
estimativas variam de alguns meses {Smith & Paul, 1990) a até dois anos (Jenkinson & Ladd, 1981).
Se for assumido que esse tempo & de um ano e que a Terra € um sistema estivel, a contribuigio da
decomposi¢do dos tecidos microbianos no CO, atmosférico global ¢ de cerca de 65 ppm (se 1 Gt =
0,47 ppm}, ou 2,2 % dos niveis globais de C-CO,. Isso sugere que a biomassa microbiana tem uma
contribuigdc razoavel nas entradas de CQO, atmosférico, sendo aproximadamente igual a 50% do CO,
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praventente da decomposigido mundial {Smith & Paul, 1990}, Deve-se salientar, ainda, que os outros
50% estdo também relacionados com a atividade microbiana, embora no entrem diretamente na for-

magdo da biomassa, mas que siio gerados peh ineficiéncia micrabiana durante a sintese ¢ manutengio
dos microrganismaos. '

6.7. Significade das Estlmatwas da Biomassa Microbiana
Enquanto a biomassa microbiana fornece uma indicagdo da quantidade cie nutrientes imobili-
zados nos compartlmentos tabeis da matéria orginica do solo, as avaliagdes da biomassa, sem a asso-
ciagio a outl 05 dados, ndo informam sobre a atividade bioldgica dos solos, decomposigio ou cu,lagf:m
de nutrientes ( Tenkmson 1988) As avaliages da blomassa microbiana siic malis Gteis, por tanto quan-
do comblmd'}b com outros componentes da solo, COmo nos estudos sobre inter agio tr Sfica (Andl en et
ak. 1990}, ecossxstemas(thagm&vm Cleve 198?) attv1dade do solo (Nordgren, 1992}, produtivi-
dade primdria (lenkinson et al., 1992) ou em conjunto com outras avaliagdes sobre estresses ¢ altera-
¢hes ecologicas. [nformagdes uteis também podem ser obtidas pela avaliagio da biomassa microbiana
em diferentes épocas do ano, desde que essa € um indicativo dos fluxos de nutrientes que padem
ocorrer, e comao eles interagem com o crescimento das plantas. Como exemplo, Singh et al. (1989)
enconfraram que, em florestas tropicais secas, o declinio na liberagio de nutrientes devido s varia-
gbes sazonais coincidiu com o periodo em que a absor¢iio de nutrientes pelas plantas era maxima.
Resultados semelhantes foram encontrados no Brasii, conforme discutido anteriormente {Figura 6.6).
H4 evidéncias, tambem de que somente par te da b:omasaa nncmbmn'z € -m\'a (van de Werf & VCIhfF'lLIE
1987}, L o L .
~ Como conctusao pode se dizer que wamassa m:cmhmm varia consideravelmente em ter-
mos tempmms e esp'u,zms determinados por f'atm es abidticos e b:cmcos O desafio para 0 futuro sera
determinar as cansequenclas diretas dess*ts \’:1113{,065 nes ewssmtemas ¢ na produtividade dos siste-
mas agricolas auto-sustentaveis. '
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CAPITULO 7
BIODEGRADACAO DE XENOBIONTES: POTENCIALIDADES E LIMITES

" Tomaz Langenbach'

7.1. Importincia da Biodegradagio

Produtos quimices chamados xenobiontes, que ndo existiam na natureza, sio S utilizados atval-
mente em quase todas as atividades humanas. A introdugfio destes produtos permitiu o controle de
pragas, a utilizagiio de embalagens de pldstico, o uso de eletricidade mediada por transformadores
com bifenil-policlorades (PCB), o uso de detergentes e muitos outros exemplos que podenam ser
citados. Apesar do emprego destas substincias trazer, indubitavelmente, grandes vantagens, também
criou problemas novos, dentre os quais o da eliminaglo apds sen uso, pois muitos destes produtos
persistem pot longo periodo de tempo, acumulando-se no ambiente. No inicio, ndo existia tma preo-
cupagiio com esta questdo mas, pouco a pouco, foram surginde problemas que exigiam um cuidado
especifico com a degradagio destes compostos. Todas as substdncias quimicas existentes na natureza
sdo biodegradaveis, nio se acumulando no ambiente, pois hi sistemas enzimaticos capazes de degrada-
las entre as plantas, os animais e os microrganismos. Conseqiientemente, muitos dos produtos quimi-
cos introduzidos no ambiente siio biodegradaveis por agiio de enzimas previamente existentes na na-
tureza. Qutros produtos, porém, ndo sdc sujeitos A agiio destas enzimas e persistem e podem acumu-
lar-gse gradativamente no ambiente.

Em ecotoxicologia, &€ importante distinguir toxicidade e persisténcia, sendo esta ult]ma conse-
giignecia de uma maior on menor biodegradabilidade. A toxicidade é o efeito deleténo a algumas
formas de vida, enquanto o termo persisténcia significa a degradabilidade de uma substincia (Deelen,
1989). O actmulo gradativo de produtos pode implicar em um efeito retardado, muitas vezes
imprevisivel, de dificil reversdo. O plistico nio € toxico, mas & persistente. Os pesticidas
organofosforados sio muito toxicos, mas facilmente biodegradaveis. - S

O actimulo de certas substincias concentra-se sobretudo na matéria crginica do solo e sedi-
mentos ¢ também em plantas, algas e animais (IAEA, 1980; Frehse, 1991). Este acimulo de produtos
pode acarretar desde a redugio até a extingde de populagdes de animais ou, muito freqilentemente,
favorecer o aparecimento de mutantes resistentes a estes produtos. Esta Gltima situagio explica por-
que muitos inseticidas, fungicidas e bactericidas, dentre outros, perderam a eficdcia. A bioconcentragio
¢ a capacidade de uma forma de vida incorporar certos produtos em uma conecentragdo muito superior
aquela do ambiente, sgja agua ou solo. A biomagnificagio ocorre quando este actimulo ganha dimen-
sdo maior, passando pela cadeia alimentar e atingindo, muitas vezes, o homem. Em peixes, por exem-
plo, foi encontrado que o DDT foi biomagnificado em até 60.000 vezes em relagdo 4 concentragiio na
agua (Conneil, 1990). A presenga destes predutos no solo permite a absorgdo pela planta, podendo
acumular-se nas raizes ou, por translocagiio, atingir outras partes do vegetal. '

! Professar, Ph.IL, Uhiveridade Fedemt do o de Janeire (UFIU), Insiitulo de Mivrobiologin, Cidade Universitins, CCS, Bloco 1, CEP 21944-970,
Rio de Janeiro, 1.
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Quando comparados as toxinas naturais, os pesticidas utilizados amplamente na agricultura
t8m seu efeito téxico agravado por serem pouco especificos, necessitando da aplicagiio de concentra-
¢bes relativamente altas e ocasionando uma acumulagde maior. A pouca especificidade permite, ain-
da, sua atuaciio sobre formas de vida que nio sdo o seu alvo. Como exemplo, os pesticidas podem
promover a eliminagdo dos inimigos naturais das pragas, o que pode acarretar no recrudescimento de
uma praga. Como resultado, o nimero de pragas vem aumentando.

A gravidade dos problemas decorrentes do uso de substincias ndo-biodegraddveis € maior do
que muitas de suas vantagens, por iss0, 0 seu uso foi-se restringindo gradativamente. A tnica forma
de controlar o uso de substincias ndo-biodegraddveis, como os pesticidas ou os detergentes, que se
distribuem sobre amplas regides, ¢ através da restrigio de seu uso. Isto € sempre um processo muito
dificil, pois o conflito de interesses entre a preservagio ambiental € a produgiio impede, muitas vezes,
a retirada do uso de certas substincias de circulagao, particularmente nos paises do terceiro mundo.

A ehiminagio de produtos persistentes, oriundos de processos industriais, concentrados em
depdsitos de lixo quimico, ou que se acumularam em decorréncia de acidentes, ocorre por meia de
tratamentos especificos, que podem ser de queima ou microbicldgicos. A comparagido quanto a
efici@neia e custos & essencial para a escolha do tratamento mais indicado para cada situagdo.

A gueima & um processo que, para ser satisfatorio, requer uma combustio completa que evite
a formagdo de compostos organoclorados de alta toxicidade. Geralmente, a queima de lixo ¢ feita a
temperaturas abaixo de 1300°C, o que permite a formacio continua de dioxinas, consideradas entre as
substincias mais taxicas conhecidas. O acidente de Seveso, na [tdlia, em meados da década de 70, &
um exemplo da toxicidade da dioxina. A queima adequada deve garantir nfio s6 uma temperatura
acima de 1300°C, como manter condigdes constantes de combustdo em todas as partes do forno, o que
¢ bastante complexo, Com isto, a instalagio e operagdo destes fornos torna-se tAo onerosa que, no
Brasil, pouquissimos equipamentos deste tipo estio em atividade. Contudo, é importante ressaltar
que, quando adequadamente utilizado, este método permite eliminar substincias toxicas em casos nos
quais a biodegradagdo encontra os seus limites. Ha outros métodos de eficiéncia menos comprovada,
como os fotossensibilizadores ou a utilizagfio direta de radiagdo ultravicleta, muitos deles em fase
experimental. _

A biodegradagio microbiana tem enormes vantagens. Em primeiro lugar, como os
microrganimos estio presentes em todos gs ambientes, o processo pode ser realizado no préprio local.
¢ impossivel incinerar-se wn solo de milhdes de hectares contaminados com pesticidas, mas a
biodegradago estd em curso em todos estes hectares. Em segundo lugar, &€ um processo gue permite
grande desenvolvimento: 1- pela selegio de mutantes capazes de degradagio mais eficiente; 2- pela
engenharia genética, que permite a transferéncia de genes responsiveis pelas enzimas de degradagao
a microrganismos ja ambientados no local; 3- pela versatilidade nas estagdes de tratamento; e 4- me-
diante a potencializagdo da biodegradagio pelos microrganismos ja existentes na drea poluida, através
de um procedimento chamado biorremedia¢iio. Finalmente, seus custos sio muito mais baixos do que
aqueles do processo de incineragio e, por isso, a biodegradagio, ds vezes, se torna o Unico métado
vidvel. Se estes aspectos deixam clara a importiincia da biodegradag¢io, sua eficiéncia nfio cobre todas
as situagdes, motivo pelo qual a persisténeia de determinadas substincias por longos periedos ocorre,
fregiientemente, no ambiente. Este tema é discutido no altimo item deste capitulo.
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7.2. A Importincia dos Microrganismos na Biodegradagio

A primeira questilo a ser calocada é: até que ponto os microrganimos sio vitimas destas subs-
tincias que, com freqiineia, sdo toxicas para animais e plantas? Muitos pesticidas afetam apenas as
vias metabdlicas de animais e plantas, que sio diferentes das dos rmicrorganismos, e por 15to ndo os
atingem (Hassall, 1990). Exemplo disso sdo os inseticidas que atuam no sistema nervoso, interferindo
com a acetilcolinesterase, Freqilientemente, estes produtos funcionam como fonte de carbono, nitro-
génio ou enxofre, beneficiando o crescimento microbiano. Por outre lado, alguns produtos atuam
sobre o crescimento € a sobrevivéneia de populagdes microbianas. Apés exaustivas pesquisas, con-
clulu-se que os pesticidas no sclo, em geral, ndo t€m efeitos matores ¢ mais duradouros sobre os
microrganismos, quande utilizados dentro das recomendagdes (Sommerwille & Greaves, 1987). Ao
cantrario, sabe-se hoje que os microrganismos nfio sdo vitimas, pelo contrario, sio importantes justa-
mente pelo seu enorme potencial de biodegradagio. Evidentemente, isto ndo inclui produtos
antimicrobianos, come os bactericidas ou os fungicidas, cuja finalidade é precisamente atvar sobre
determinados microrganismos. O efeito destes produtos ndo elimina todas as bacterlas ou fungos e,
geralmente, & revertido no tempa. '

Por que os microrganismos tém uma importincia relativaments maijor na biodegradagio do
que plantas e animais. A importincia da capacidade de biodegradagio de animais e plantas ¢ inegavel,
mas suas potencialidades s3o menores do que aguelas oferecidas pelos microrganismos. A degrada-
¢aa dos pesticidas no ambiente tropical € determinada, sobretudo, pela agdo microbiana e pela radia-
¢do solar.

Nos animais, nas plantas e nos microrganismos, o metabolismo € o destino dos xenobiontes
guardam diferengas importantes. Nos animais superiores, o metabolismo possibilita a conversao dos
xenobiontes em moléculas polares de facil excregio (Derough & Ballard, 1982) Estas reagdes ocor-
rem em orgios especializadas, como o figado, através da fungio das oxidases mistas, como a familia
dos citocromos P-450. Nas plantas ndo ha drgiios de excre¢do. Observa-se, freqtientemente, a forma-
¢io de conjugados soliveis ou insoliveis, que ficam imobilizados em determinados tecidos por longo
tempo ou se destacam da planta por senescéncia (Shimabukuro et al., 1982). Quanto aos microrganis-
mos, muitos xenobiontes sio utilizados como fonte de carbono e, portante, de energia (Matsumura,
1982). Freqiientemente, a comunidade microbiana degrada xenobiontes até o CO,. Nestes casos, o
processo € chamado de mineralizagdo € constitui a inica forma de garantir uma degradagio total da
substdncia. J4 a completa oxidagdo de um pesticida a CO, nio & significante na planta,

Os microrganismos sio encontrados em todos os ambientes, desde o solo superficial até cama-
das a centenas de metros de profundidade, em regifes dmidas ou desérticas, em agua doce ou salgada
de qualquer profundidade, no ar, em ambientes domésticos ou industriais, em altas ou baixas tempera-
turas e em ambientes poluidos ou ndo. Assim, a biodegradagdo pode ocorrer em toda esta pama de
ambientes. Animais e plantas sobrevivem em ambientes muite mais restritos. Os microrganismos
tém vias metabdlicas muite diversificadas, algumas inexistentes em animais e plantas, como a fer-
mentagdo, alguns tipos de metabolismo anaerdbio, metabolismo quimioautotrofico € o metabolismo
através de isoenzimas.

A adaptabilidade dos microrganimos & enorme. Cada gera¢do ocorre, geralmente, num curto
periodo de tempao, de até 30 minutos, gérantindo, desta forma, uma alta probabilidade de aparecimen-
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to de mutantes. Para se ter uma idéia, considerando-o tempo de geragdo de 30 minutos chega-se, a
partir de uma célula, a aproximadamente um milhio de células, em nove horas e trinta minutos € a um
bilhdo de células em 15h. O aparecimento de um mutante resistente i penicilina ocorre na proporgio
de um para cada 10 milhdes de células. E interessante notar que, quando o ambiente é muito adverso,
parece que a taxa de mutagenicidade aumenta entre os microrganismoes. Sob intenso estresse, o0s
microrganismos niio tém mais a possibilidade de atender a grande demanda energética para realizar o
reparo de seu DNA, persistindo.todos os tipos de defeitos genéticos, o que aumenta a taxa de mutagfo.
Conseqiientemente, a probabilidade de aparecimento de um mutante adaptado aquelas condigoes ini-
cialmente adversas € maior e, com isto, as possibilidades de sobrevivéncia da populagdo aumentam
(Koch, 1993). Outra grande vantagem deste crescimento € a de formar, em pouco tempo, grandes
biomassas, muite superiores aquelas formadas por animais ou plantas no mesmo periodo.

7.3. Processos Metabdlicos
Nesta seglo, os processos de blodeg,radagw mlcroblologlm sdo priorizados, fazendo-se algu-
mas referéncias a animais e plantas.

7.3.1. Tipos de metabollsmos
Sio destacadas, aqui, algumas mod:ﬂldades metabo]lc’ts pelas quais os microrganismos podem

degradar um xenobionte. A biodegradagdo pade ocorrer pela agdo enzimatica. Neste caso, distinguim-

se 0s seguintes metabolismos: _

* Incidental - ocorre quando as enzimas de degradagio fazem parte do metabolismo celular, sem que
o xenobionte tenha importincia como fonte de carbono. |

- Cometabolismo - ocorre pela indugio enzimitica por substanoms zmalobas como, por exemplo, o
‘uso de bifenilas como substrato, para cuja degradagio sio induzidas enzimas capazes de degradar
PCB. Neste caso, as enzimas niio discriminam o substrato do xenobionte; o metabolismo, porém,
nido € completo e, portanto, nfio permits que esta substancia funcione como fonte de energia para o
crescimenta. o | | | | |

v Catabohsmo ¢ quando o xenoblonte & utilizado como fonte de CI'IBI},IE] sendo necessarias, neste
caso, concentragdes mmol es da SubbtdIIC]{l para gar'mtn o mesumcnta micy obumo

7.3.2. Produtos do metabuhsmu mlcrobmno na degr a(laq‘lo de xenobiontes
A degradagiio de xenobmnles tambem pode ser feita por subst'mcns Ii beladas pelos mlcrorgq-
nismos no ambiente,

7.3.2.1. pH
A ficil dE}:,I‘EldaQJO de certos ‘cenoblontes & bem conhecida em determinada faixa de pH. Ob-
servagdes in vitip mostrain que os microrganismos tdm grande influéneia no pH, podendo alcalinizd-
lo, quando o meio € rico em prot_efnas,lou acidifici-lo na presenga de carboidratos. |

7.3.2.2. Fotossensibilizadores
Sabe-se que alguns fotossensibilizadores sio capazes de degradar xenobiontes. Os microrga-
nismos podem liberar para o meio substincias que promovem as fotorreagdes. Um dos mecanismos
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consiste em captacio da energia luminosa ;Selo fotossensibilizador e sua transmissio dir'eta'p.dra a
molécula do xenobionte. Segundo outro mecanismo, estas substincias fotossensibilizadoras funcio-
nam como reoeptores ot doadores de elétrons e/ou como grupos reativos, como o H* ou OH, que
promovem, por sua vez, a transformagéc do xenobionte. A ferredoxina e as flavoproteinas das algas
sio fotossensibilizadares molecularmente bastante estaveis, que permitem um tempo de sobrevivén-
cia, apds a morte celular das algas, capaz de promover a degradagio de pesticidas.

7.3.2.3. Cofatores

Os cofatores, como a porfirina, t&m origem microbiana e séio liberados no ambiente, tornando-
se capazes de promover reagdes nio-enzimadticas de declorinagio do DDT ¢ DTE. ¢ possivel que
substincias como glutation, citocromos, NADH, entre outras, tambeém sejam fatores de degradagio de
xenobiontes no ambiente.

7.3.3. Reacoes
7.3.3. 1. Hidrdlise

A hidréhise quimica ou enzimatica & uma das reagbes mais importantes, correspondendo 2
adiciao de uma molécula de dgua ac xencbionte, transformando-o, muitas vezes, em substincia nao-
toxica. Uma das razdes da alta freqii€ncia com que estas reagdes ocorrem &, provavelmente, a excrecio
de enzimas hidroliticas pelo microrganismo, as chamadas exoenzimas. Elas hidrolisam maléculas
grandes, criando outras menaores, que podem, com isto, ser transportadas para o interior celular.
Exoenzimas sdc encontradas em ambientes terrastres e aquiticos. Scheunert (1992) destaca como
exemplos deste tipo de reagdes a hidrélise da ligagio éster dos inseticidas organofosforados e a degra-
dagiio dos carbamatos e dos piretréides {Tabela 7.1). Reagdes de hidrolise ocorrem tanto em animals
como em plantas.

7.3.3.2. Redugio

Uma das reagdes mais comuns de redugdo € a de dehalogenagio, cuja importincia se deve,
sobretudo, ao fato de ser condigio para reagdes subseqilentes de degradagio da mesma molécuia
(Tabela 7.2) (Schneurt, 1992). Uma das possibilidades & que esta reagdo ocorra em condigdes anaerdbias
promovidas enzimaticamente pelo FADH, situado na membrana de £. cofi, transformando o DDT em
TDE. Qutro sistema de redugiio, acoplado a oxidag@io mista através do citocromo P-450, € encontrado
em alguns microrganismaos (Figura 7.1) { Matsumura, 1982). Este sistema 50 funciona em condigbes
anaerdbias. Por fim, reagdes ndo-enzimiticas, envolvendo cofatores de flavoproteinas, como o FAD,
FMN ou riboflavina resistentes a proteases ¢ ao calor, também podem promover reages de redugio
(Figura 7.2). Reagdes de redugiio de pesticidas também sdio encontradas em plantas. No ambiente, o
potencial de oxidorredugio & um fator importante a ser considerado. A degradagiio de determinados
organaclorados, como beta e gama HCH (lindane), esta relacionada a um potencial redox entre -40 e
-100 mV, encontrado durante alguns dias apos inundagio. Esta condi¢io anaerdbia estimula a prolife-
ragio de Clostridinm sp. e a atividade de outros anaerdbios eficazes na biodegradacio.
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Tabela 7.1. Transformacdes dos pesticidas no solo por hidrélise enzimatica.

Hidrolise de Firmulas 7 Exemplos
Ester carboxilico | | RQCOOR‘ — R -COOH ' | Malation, Kelevan
0
. I |
Ester de sulfato - R-CH,-0~S8S-0H —» - .- Disu
l
O
0O

I
R - CH,0H e/ou HO - S — OH

|
0

Carbamatos ' R-NH-C-R > ~ Benomil, Carbaril

|
0

R-NH, efou HOOCR

G

Nitrilos R-C=N—->R-C d Acido Nitrilo 2 4-
N NH, Diclerobenzoico,
Cipermetrin
— R - COOH
|| |
Epodxidos -C-C--»-C-C- Diendrin
N/ | |
0 OH 0OH
l I
Declorinagio -C-{l-»-C-0H Tricloroacetato,

| | Acido 4-Clorobenzdico
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Tabela 7.2. Transformacdo dos pesticidas no solo por oxidagiio enzimdtica.

Reagédes Fdrmulas Exemplos
C-hidroxilagiio R-H—3>R-0H Cipermetrin,
R-~CH,-R—R-CHOH-R 2 A-diclorofenol,
Carbofuran

C-Carboxilagho

Metiloxidacio

Epoxidagio

Formacaa de cetona

Clivagem C=C

Clivagem C=0

C-dehidrogenase

N-dematilagio

N-gxidagdo

S-oxidagiio

Substituigfio de S por O_

Clivagem de éter

R - CH, - OH - R~ COOH

R-CH, - R-CH,0H

ALN
R-C=C-R—>R-C-C-R
| |
H H H H

R~-CH,-R—>R-CO-R
R—-CHOH-R -3 R-CO-K

R-C=C-R >
R-COOH+ HOQC -R

R-C—R - RCOOH
I
0

R—-CHCI-CHCI-R'—
R-~CCI=CCI-R

R-N~R = [R-N-R]
l |
CH, CH,OH
- R-NH-R
R - NH, -R -~ NH

R-NH,— R ~-NO
—}R—NDz

R-NH, +HN-R
-+ R-N=N-R
—+R-N=N-R
|
Q

R-S-R—R-SO-R
—+R-S0,-R

R-SH+HS-R -
R-§-§-R
~OR ~0OR
(RO}, P - (RO), P
" \§ BN

R~0-R—+ROH

Metabolito de Cipermetrina
Bromacil

Aldrin, hépraclor

Carbofuran
Aldrin, anilini:s clorinadas

Kelevan

Lindane

: Feniluréia

Anilinas clorinadas

Aldicarb, carboxin

‘Paration

Etileno, uréia

24D
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Figura 7.1. Via metabdlica proposta para a redugio do pesticida pela funglio das
oxidases mistas em condigdes anasrdbias,
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produto flavina flavoproteina-H
reduzido oxidada

Figura 7.2. Degradagio do pesticida pelo sistema de cofator flavina-flavoproteina.

7.3.3.3. Oxidacio

Muitas reagdes de oxidagio sio conhecidas, como: a epoxidagio dos ciclodienos; a oxidagiio
dos tioésteres a sulfaxidos e a sulfonas; a dealquilagio oxidativa de alquilaminas; a abertura de anel
aromdtico, como o 2,4-D; e a decarboxilagiio (Tabela 7.3) (Schneurt, 1992), é importante salientar
que as reagdes de abertura do anel aromatice s6 foram observadas em microrganismos. Estas reages
se ddo através de hidroxilagio e incluem reag@es de epoxidagiio. Podem ocorrer na presenga de cloro
na moléenla, e quanto maior o nimero de itomos de cloro, menor a biodegradabilidade. Por isso, os
PCBs com maior nimero de dtomos de cloro t8m biodegradagio lenta e dificil, quando comparados
aos PCBs com pouco cloro. ' '
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Tabela 7.3. Transformagio dos pesticidas no solo por reducédo enzimatica.

Reacio de reducgiio = - - Férmula . - Exemplos

c=C : R-CH=CH-R - DDMU (metabolito do DDT)
R-CH,-CH,—-R

Cc=C o R-C=C~R—> Buturon
R~CH=CH~-R"

Grupo NO, R—NO, —» R —-NH, Paration, Fenitrotion

Grupo sulfoxido R-SO—-R -3>R—=§-R ~  Sulfdxidode forato
Clivagem S-S R—-S—-S—R > R-SH Tiram
Declorinagio - R-Cl=-R-H N . DDT, ciclodienos, benzenos ¢

fendis clorinados
Debrominagio - R—-Br—R-H 1,2-Dibromo-3-cloropropano

Eliminacao de NO2 R— NO2 —>R-H : - Pentacloronitrobenzeno

Observagdes em mutantes deficientes em dihidroxibenzoato dehidrogenase evidenciaram que
estas enzimas sdo impaortantes na declorinagio de compostos haloaromaticos. Parece que a declorinagio
também pode ser feita pela participagio do oxigénio molecular na presenga de uma dehidroxilase.

Muitas das reagdes de oxidagdo ocorrem em microrganisimos, plantas e animais por intermédio
das oxidases mistas com a participagdo do citocromo P-450, embora por meic de um processo meta-
balico diferente das reagdes de redugao.

7.3.3.4, Conjugaciio

Na conjugagio, o xenobionte reage com substratos enddgenos, como carboidratos, aminoacidos
ou glutation, formando compostos com peso molecular maior. As moléculas adquirem, assim, maior
polaridade e se tornam mais hidrofilicas, o que possibilita sua eliminagao. A declorinagio de substin-
cias organocloradas pelo glutation, glicose-cistina-glicina (Figura 7.3}, ¢ uma reagio particularmente
importante em plantas e, em menor impaortincia, em animais. Esta conjugacio é mediada pela enzima
glutation-S-transferase que, no caso do Hyphomiciobinm sp., mostrou baixa espec:ﬁcldade sendo
considerada uma reagio fortuita (Hardman, 1991). '
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Figura 7.3. Metabolismo da atrazina por conjugagdo com glutation.

7.3.3.5. Isomerizacio

Sao reagdes promovidas pelos microrganismos, em que a formula primaria se mantém mas a
conformagdo molecular fica alterada. A transformagio do garna HCH em alfa HCH, que reduz forte-
mente o grau de toxicidade, € citada como exemplo.

7.3.4. Diversidade metabdlica e biodiversidade microbiana

A biossintese de moléculas como aminodcidos apresenta uma via metabolica com poucas vari-
agoes. As reagOes de catabolisme, ao contririo, possuem diversas vias metabélicas para um mesmo
produto, em diferentes microrganismos (Clarke, 1984). As vezes, algumas vias metabolicas distintas
podem ser encontradas num mesmo microrganismo para um mesmo produto. H4 uma velha teoria,
formulada por Kluyver, que sugere que os microrganismos t&m enzimas degradativas com baixa
especificidade a diferentes substratos, de forma que a mesma enzima pode degradar muitos compos-
tos diferentes. Embora se saiba que isto € uma extrema simplificacdo, a ambigiiidade de muitas
enzimas cataliticas, em relagdo a substrates, ¢ de consideravel importincia, Muitas enzimas, como as
decarboxilases e as isomerases, puardam grande semelhanga nas seqiiéncias de aminoéacidos, sugerin-
do a duplicagio e a divergéncia a partir de um gene comun ancestral,

Para que se entenda a variagfio das vias catabolicas ¢ preciso considerar a biodiversidade
microbiana, entendida como a relagio entre a diversidade dos microrganismos e o tamanho relative de
suas papulacdes. Poucos microrganismos sio capazes de biodegradar completamente uma substincia
e o5 xenobiontes, geralmente, sic degradados por um conséreic de muitos microrganismos (Slater &
Lovat, 1984). No entanto, € muito importante estudar separadamente a participagio de cada microrga-
nismo no processo de degradagdo. O teor de matéria orgiinica no selo aumenta a biomassa microbiana
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e a biodiversidade e, por conseguinte, influi sobre a biodegradagio de um produto, Em solos tropicais,
a incorporagic de materia orginica ao solo aumenta a atividade microbiana e, conseqgilentemente,
acelera a degradagé@o de muitos pesticidas. '

Em ambientes naturais existe, geralmente, uma baixa disponibilidade de nutrientes, 0 que res-
tringe ¢ crescimento de determinadas populagdes e aumenta o nimero de células mortas, que se rom-
pem ¢ liberam metabdlitos, inclusive macromoléculas como o DNA. Porisso, a passagem deste DNA
para outras c€lulas, num processo denominado transformagio, ganha importincia na natureza. A
conjuga¢io, que permite a transferéncia de material genético'piasmidial, & Um IMecanismo significati-
vo da flexibilidade genética . Desta maneira, o potencial genético pode ser intercambiado entre espe-
cies bastante distantes de microrganisos e, assim, promover a evolugdao de novas vias metabdlicas
(Boyle, 1993). Recentemente, a importincia destes processos foi confirmada em estudos gue utiliza-
ram microrganismos geneticamente engenheirados {“genetic engineered microorganism” - GEMS),
cujos genes introduzidos puderam ser rastreados no so0lo e identificados em diferentes microrganimos,

A biodegradacio de um pesticida no solo pode ser induzida pela aplicagio de um produto que,
inicialmente, leva um tempo maior para sua degradagiia. A aplicagdo repetida do mesmo produto
reduz o tempo de adaptagio do microrganismo, aumentando a velocidade de biodegradagio. Em
solos nos quais os microrganismas estdo bem adaptados a determinadoes pesticidas, a biodegradagio
destes € tio grande que compromete a eficiéncia de seu emprego (Racke & Coats, 1990).

7.4, Métodos Quimicos para a Caracterizacao da Biodegradacio
7.4.1. Métodos inespecificos

Inicialmente sdo apresentados, de forma sumadria, os métodos nao-especificos de guantificagio
da biodegradac¢io {Zitko, 1984). Estes dados sio requeridos, com freqiiéncia, pela legisiagio para
caracterizar se um produto & biodegraddvel. Nestes casos, solugdes com determinada concentragiio da
substincia em teste sio inoculadas e incubadas por determinado tempo, avaliando-se o desapareci-
menta da substdncia. Os meétodos utilizados para isto sAo comparativos. A biocdegradagio pode ser
medida de varas formas, conforme detalhado nos subitens seguintes. '

7.4.1.1. Produgao de CO,

A degradagio completa de um produte leva & formagdo de CO,, que € captado por substincias
quimicas contendo NaOH. Apos a incubagéo, a soda restante ¢ titulada e, com isto, pode-se determi-
nar a quantidade de CO, produzida. O calculo estequiometrico permite a quantificagio da substdncia
degradada. Antesda incubagio ¢ preciso ter o cuidado de eliminar 0 CO, do ar no frasco. Este sistema
pode funcionar em frasco fechado, ou por passagem continua de ar, com a eluminagio prévia do Co,
(Figura 7.4). Este método pode ser utilizado com o produto marcado com '*C, o que permite separar
a CO, proveniente da substincia em estudo do CO, produzido pelo indeulo ou nutriente adicionado ao
meio. A avaliag@o da produgdo € muito utilizada para estudos de biodegradacdo de materiais de
limpeza, desinfetantes e também para estudos de biodegradagio da matéria orginica do solo.
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Figura 7.4. Aparelho para determinar a decomposigio de produtos organicos no solo.

7.4,1.2. Demanda bioquimica de oxigénio (DBO)

E um método semelhante ac descrito anteriormente. A diferenga é que ao invés de quantificar
a biodegradagao pelo CO, prdduzido, neste método mede-se o oxigénio liberado. E muito utilizado
para caracterizar ambientes poluidos, mas este método funciona somente em solugdes relativaments
concentradas de substincia, na faixa entre 10 e 100mg . L7, -

7.4.1.3. Demanda quimica de oxigénio (DQO)

Neste método, a amosira € incubada, como anteriormente descrito, e a matéria orginica res-
tante & dosada com dicromato de potdssio e 50% de dcido sulfiirico, com a presenga de sulfato de
cobre como catalizador, Como a quantidade inicial da substincia € conhecida, ao subtrair-se a quanti-
dade residual tern-se a biedegradagio. ' ' '

7.4.1.4. Carbono erginico disselvide (COD)

A 16gica deste método & idéntica 2 do DQO, exceto que a matéria orginica é convertida em
CO, ou metano, e avaliada por cromatografia gasosa ou espectrofotometria de infravermelho. Este
meétodo, assim como o DQO, pode ser utilizado em concenira¢fes menores do substrato.

7.4.2. Métodos especificos
Os métodos especificos sio utilizados, geralmente, em estudos mais refinados, que exigem a
quantifica¢do e identificagio do produto inicial, chamado residue, ¢ dos transformados, chamados
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metabolitos. Para isto, é necessdrio um processo de extragdo destas substincias do solo, utilizando
solventes orginicos, para purifici-las em seguida, finalizando com a andlise. Nao ha uma metodologia
universalmente aceita e padronizada para a extracio de pesticidas do solo, de forma que se encontra
uma certa variagao metodologica nos diferentes trabalhos, correspondendo a eficiéncias também vari-
adas. Quanto a etapa da purificagio, fica-se no dilema de aprimord-la, perdendo-se eficigncia, ou
garantir a alta recuperagio com amostras pouco purificadas, Além dos métodos analiticos de separa-
¢io e quantificagdo citados a seguir, pode-se usar o espectrofotdmetro, o espectrofotdmetro de
fluorescéncia ¢ o infravermelho.

7.4.2.1. Cromatografia de camada fina (TLC)

A separagio do produto, neste processo, é feita sobre uma placa coberta com silica, o que
corresponde i fase estacionaria. Em seguida, aplica-se a amostra, utilizando-se um eluente para a
corrida, o que configura a fase movel do processo. O eluente & geralmente composte de uma mistura
de sclventes adequados para a substdncia a ser analisada, indicados por manuais. A jdentificagio corre
por conta da mobilidade relativa (Rf) dos padres das substincias a serem analisadas e a revelagio
pode ser feita por ultravioleta, vapor de iodo metdlico ou outras substincias especificas para cada tipo
de molécula. Quando a revelagio € feita por métodos nio-destrutivos, o local onde se encontra a
substincia pode ser raspado da placa, eluido e quantificade. A desvantagem, em relagiio aos métodos
de cromatografia liqguida (HPLC) ou cromatografia gasosa, € a resolugio mais baixa, permitindo,
muitas vezes, uma certa mistura entre as diferentes substincias.

7.4.2.2. Cromatografia liquida de alta pressio (HPLC)

Este tipo de cromatografia tem excelente resolugio em andlises de substincias com polarida-
des distintas. A degradagio de um residuo resuita, geralmente, em metabglitos mais polares e, por
isto, mais hidrofilicos. As colunas normalmente empregadas para este fim sfio as de fase reversa. O
detector mais LIt]lIZEldO o de u tr'mo]eta mas conta-se, atualmente, com os de infravermelho e radi-

oatividade.

7.4.2.3. Cromatograflia gasosa (CG)

E utilizada para a analise de moléculas apolares, mas tem tambem_pm usc versatil para outras
subtincias. Muitos pesticidas podcm ser analisados pelo HPLC ou pelo CG. Geralmente, um dos
métodos € vantajoso para um determinado caso €, por isto, recomenda-se que wm bom laboratdrio de
andlise de residuos disponha de ambos 0s equipamentos. A cromatografia gasosa permite o uso de
uma grande variedade de detectores, como o de ionizagio de chama (FTD), mais comumente utilizado,
o de captura de elétrons (ECD), ideal para a andlise de organoclorados, e um detector especifico para
nitrogénio e fésforo (NPD). O espectrometro de massa (MS) é normalmente acoplado a um
cromatdgrafo gasoso. O CG-MS ¢ um equipamento caro, que permite uma otima identificagac da
substidncia correspondente a cada pico do cromatagrama.

7.5. Onde ocorre a biodegradacgio
Como ji citado no infcio deste capitulo, a biodegradagio estd presente em todos os ambientes.
Contudo, nos itens subseqiientes sio descritos sucintamente apenas os processos que envolvem o solo
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como ambiente de grande potencialidade na degradagdo dos xencbiontes. A biodegradagdo € um
recurso ntilizado em diversas situagdes, tais como aterros sanitirios e estagdes de tratarento de Apuas
domeésticas e efluentes industriais, constituindo um tema amplo cuja abordagem foge ao objetivo deste
trabalho (Fuller et al., 1985). ' ' -

7.5.1. A biodegradaciio dos pesticidas em solos agricolas

A aplicagio repetida de pesticidas no solo nao poderia ser feita se ndo houvesse bicdegradagio.
No estudo da biodegradagéio, tem-se que discriminar o desaparecimento do produto aplicado e a
biodegradagio propriamente dita. Os pesticidas aplicados no solo podem softer volatilizag@o, lixiviagio
e adsor¢io forte aos coldides do solo, desaparecendo, assim, das andlises quimicas do residuo feitas
por extra¢ao com solvente orgénico, sem que isto possa ser interpretado como biodcgradag% (Figura
7.5) (Jury et al., 1987; Wolf et al., 1988). E essencial fazer estudos com o pesticida marcado, geral-
mente com:carbono-14, utilizando microcosmos adequados, que permitam acompanhar os diferentes
destinos dos pesticidas e seus metabélitos e efetuar um balango completo de massa (Figura 7.6)
{Scheunert, 1992; Schroll et al., 1992).

entrada dos pesticidas no solo

ndo adsorvido

adsorgdo ————»desorgao
degruaa/f,:f:io
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ligados

v

Volatilizacdo - degradagdo

fixiviacdo adsorgdo em
organismos Vives

Figura 7.5. Distribuigiio e degradagdo dos pesticidas no solo.
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Como ja foi dito, a biodegradagio & a transformacio do pesticida em outros produios chama-
dos metabolitos que, por sua vez, podem se degradar novamente, em um processo que culmina na
mineralizagao, isto €, na liberagdo de COZ. Em experimentos de balango de massa, o CO2 marcado &
captado em armadilhas quimicas e a radioatividade & quantificada por cintilagdo liquida. A
biodegradagdo €, portanto, a soma da quantidade dos metabdlitos 4 quantidade de pesticidas
mineralizados. Quando a taxa de mineralizagiio & baixa nfio hd uma degradaqao completa, embora,
freqiientemente, o produto tenha se transformado em um metabélito recalcitrante, que pode ser toxico
as plantas ou aos microrganismos. A andlise destes metabélitos ndo é simples e s6 pode ser feita
corretamente se o processa analitico for adequado i)ara esta finalidade. Geralmente, o que se mede
&€ o residuc do pesticida . |

Quando a quantidade de radioatividade nio-passivel de extragdo por solvente organico e, por-
tanto, fortemente adsorvida no solo, & grande, a lixiviagio de contaminantes para o lengo! d’agua e a
biodegradagioc sio pequenas. A forma quimica em que se encontra o material radioativo, assim
adsorvido no solo, ndo é conhecida. Neste caso, as andlises sfo dificultadas por ndo permitirem
identificar os compostos ligados a matéria orglnica ou a argila do solo { Kahn, 1978). A presenga de
residuos efou metabdlitos fitotdxicos no solo constitui motive de preocupagdo, pois eles podem ser
absorvidos pelas plar_ltas a0 long,o do tempo, acarretando a contaminagdo dos alimentos {Fuhr, 1987).

7.5.2. Bior remedlacao e desconl.lmm.u,au do subsolo poluldo

A biorremediagio constitul um conjunto de técnicas que pel mltem ’lumentar a biomassa
microbiana do selo, estimulando a biedegradagio de xenobiontes {Bouwer, 1993). Assim, dreas con-
tendo xenobiontes recalcitrantes podem ser descontaminadas. Como jd foi dito, o subsolo tem popula-
¢io micrabiana, principalmente bacteriana, na concentragio de 10° a 107 de células.mg™! solo seco.
Sio encontrados fungos apenas na camada superficial, de até 1,5m. A medida que a profundidade do
solo aumenta, passa-se da regido insaturada de dgua, chamada vadose, para a saturada, onde a dgua
subterrdnea estd em movimento. Ao longo deste eixo da superficie para as camadas mais profundas
atravessa-se, inicialmente, uma regido acrobia para, em seguida, encontrar-s¢ uma regifio anaerébia
(Figura 7.7). Comiisto, o potencial redox diminui de eletronegatividade, que passa de positiva para
negativa. Ha, evidentemente, uma mudanga na populagio de microrganismos, que nas regides mais
superficiais sido aerohios, realizando a biodegradagio por reagdes de oxidagfio. Na regidio um pouco
mais profunda, onde a eletronegatividade é menor, ocorrem reacdes de desnitrificagiio. Estas reagdes
sio importantes na transformaciio de grupos funcionais de carboxilas e alcoilas ligadas ao anel aroma-
tico. Como examplo disto citam-se o benzeno, tolueno, xileno, p-cresal ete. Na auséneia de oxigénio,
as oxidases niio funcionam, mas foi constatado que o oxigénio utilizado & proveniente da dgua.

Em camadas ainda mais profundas e eletronegativas, exisiem as bactérias sulfato-redutoras e
as metanogénicas. Estas ultimas sfo particularmente importantas na declorinagio de organoelorados,
cujas moleculas tenham muitos itomos. Verificaram-se, em PCBs, a dehalogenagao parcial de até
30%, com a formagdo de produtos intermediarios de biodegradagiio, por vezes muito toxicos. Quando
a molécula tem poucos atomos de cloro, as reagdes de oxidagio sio mais eficazes. Nos processos de
biorremediagio, pode-se alternar a dehalogenaciio anaerdbia, com vma degradagio posterior final
aerdbia. A pesquisa com tetracloraetileno mostrou que desta forma ¢ possivel degradar inteiramente
esta molécula. Nfo se deve desprezar a capacidade das bactérias sulfato- redutoras e do Acido sulfidrico
de mediar uma condigio redutora capaz de promover biodegradagio.
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Figura 7.7 Escala de correlagio entre processos microbioldgicos com eletronegatividade e
energia livre ao longo da profundidade do solo.

A biorremediagdo € a manipulagio das condigdes que podem favorecer a bicdeygradagio por
microrganismos (Tursman & Cork, 1992). Inicialmente, é necessdrio conhecer a extensido
hidrogeoldgica do local a ser biorremediado. O passo que se segue consiste em suprir a comunidade
microblana com energia, pois 0 contaminante quase sempre estd presente em concentragdes muito
baixas, nfo suprindo a demanda energética necessdria para estimular o metabolismo microbiano. A
biodegradagio ocorre por cometabolismo ou pelo fato de o contaminante ser andlogo a fonte de carbo-
no introduzida, sendo assim degradado casualmente. Para isto € necessario construir dois pogos loca-
lizados nos limites extremos da area contaminada e & profundidade adequada para alcangar a regiio
saturada. Deve-se injetar nutrientes, como NO,™ ou P, ou gases, como oxigénio ou metano, na extre-
midade do pogo, a partir da qual o fluxe da dgua subterrinea movimenta estes nutrientes por toda a
area poluida até que eles sejam captados no pogo de sucgio (Figura 7.8).

Hoje em dia, ganham dimensdes maiores os praoblemas de contaminagiio da dgua potavel no
subsolo e nos aqiiiferos, crescentemente utilizados para o abastecimento de Agua potéavel. A introdu-
¢iio de microrganismos obtidos no laboratdrio com alta capacidade de degradagio do poluente encon-
tra seus limites de adaptagiio de ambientagiio, pois muitas vezes eles nio sobrevivem no ambiente.
Este € o motivo pelo qual a biorremediagio, por estimular os microrganismos locais, tem mostrado
melhores resultados na pratica,

7.5.3. O uso do solo para a biodegradacio de xenobiontes, ou “land farming”

E o processo que utiliza o selo superficial para a biodegradagio de xencbiontes. Neste caso, o
solo, com suas excelentes propriedades de biodegradagio, € utilizado como um grande reator. Aplica-
se a poluente e, logo em seguida, o solo é revolvido. Adicionam-se nutrientes s umidade suficientes
para estimular a biomassa microbiana. Deixa-se incubar como umna compostagem. Ha uma série de
praticas que podem ser utilizadas para otimizar a degradagio do poluente. € essencial controlar o
desaparecimento dos poluentes de modo a permitir a colocagdo de nova carga, assim como monitorar
os lengois d’Agua para evitar sua contaminagac.
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Figura 7.8. Esquema basico do processo de biorremediagio in siti da zona saturada.

7.6. Por que nem Todos os Xenobiontes siio Degradados no Ambiente?

Consta da hiteratura a persistdncia no ambiente de muitos xenobiontes, como o DDT, para 03
quais sdo conhecidos diversos microrganismos capazes de biodegradd-tos. Como explicar esta aparen-
te contradigdo? Os limites de hiodegrada¢io niio sfio dados pela existéncia ou auséneia de enzimas e
vias metabdlicas, mas pzlo acesso destas enzimas as moléculas de xenobiontes. As substincias mais
persistentes sio, sobretudo, as lipofilicas, que se incorporam facilmente a outras substincias hipofilicas
da matéria orginica do solo ou do sedimento, ou aos lipidios das membranas de plantas, animais
microrganismos. Este processo de incorporagiio evita a exposigiio dessas moléculas a enzimas ou
processos quimicos de degradagio. A prande estabilidade no solo ou nos sedimentos de componentes
orgdnicos, como o dcido himico, fillvico & a humming, proporciona ac xenobionte um logradouro pro-
tepido e estavel, garantindo alta persisténcia neste ambiente. Os xenobiontes, bioacumulados ¢ assim
protegidos na membrana, panham longevidade, pois, mesimo com a miorte celular, os restos dag mem-
branas sfio incorporados com grande freqliéncia a outras células e, a exemplo do que ocorre na
biomagnificagio, também a cutras formas de vida,

Este precesso de bioacumulagdo e persisténcia de xenobiontes na biosfera s pode ser contro-
lado adequadamente de forma preventiva. Este é o motivo pelo qual a maior ou menor
biodegradabilidade de uma substincia € o aspecto mais importante para a permissio de seu uso,
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