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Apresentacao

As pesquisas com fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) na Embrapa tive-
ram inicio no ano de 1963, conduzidas pela doutora Johanna Do&bereiner no
Instituto de Ecologia e Experimentagéo Agricola — hoje Embrapa Agrobiologia,
Seropédica, RJ. Desde entdo, ndo pararam mais. Hoje, o Brasil € o maior
produtor de soja do mundo sem nenhum gasto com fertilizantes nitrogenados
devido ao desenvolvimento de estirpes de Bradyrhizobium, que se juntam
as raizes dessa cultura, por meio de simbiose, para fornecer todo o N que a
planta necessita.

O desenvolvimento dessa tecnologia se estendeu a outras commodities por
meio de pesquisas com as simbioses Rhizobium x feijoeiro e Acetobacter x
cana-de-agucar e a associagao Azospirillum x milho, trigo, arroz ou Brachiaria.
Na Embrapa Algodéo, pesquisas ja foram desenvolvidas com a simbiose
Bradyrhizobium x amendoim e iniciadas com a associagao Azospirillum x al-
godao, com resultados promissores.

Nesse contexto, este documento tem o objetivo de descrever o que € a FBN,
os principais tipos de simbiose e associagdo — bem como a diferenca entre
ambas —, o processo morfolégico e fisiologico da FBN e discutir algumas
pesquisas conduzidas na Embrapa Algodao sobre esse tema. Esperamos
que a obra contribua e incentiveo norteamento de linhas de pesquisa sobre
a fixagdo biologica do N, em um amplo escopo de plantas cultivadas, nas
mais diversas instituicbes de pesquisa, uma vez que se trata de uma técnica
sustentavel de fornecimento de nutrientes e melhoria da estrutura do solo,
especialmente no bioma Semiarido.



Ademais, esperamos também que essas discussdes sirvam para que institui-
¢des de fomento a pesquisa invistam no desenvolvimento de técnicas cada
vez mais avangadas destinadas a, quic¢a, no futuro, eliminar o uso de nitro-
génio industrial em outras espécies de interesse comercial que sao capazes
de se unir as rizobactérias fixadoras desse elemento da atmosfera, reduzindo
significativamente custos de producgao. Esta publicagdo encontra-se alinhada
a agenda 2030 através do Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
N° 12 - Producédo e Consumo Sustentaveis.

Nair Helena Castro Arriel
Chefe-Geral da Embrapa Algodao
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Introducao

O ar atmosférico contém 78% de nitrogénio (N), um dos nutrientes essenciais
as plantas, na forma oxidada de N,, que tem numero atémico 7 e massa 14.
Essa forma de N, indisponivel ao metabolismo das plantas, precisa ser redu-
zida para ser assimilada aos esqueletos de carbono produzidos na fotossin-
tese. No entanto, nenhuma planta possui mecanismos bioquimicos que redu-
zam o N,, pois a ligagéo tripla existente entre os dois atomos que formam a
molécula é altamente forte, necessitando de um sistema enzimatico bastante
energético encontrado apenas em algumas bactérias que vivem no solo, em
forma livre ou formando associa¢des simbidticas com as raizes de algumas
plantas (Masson-Boivin; Sachs, 2018).

Afixagao do N, atmosfeérico € denominada de Fixag&o Bioldgica de Nitrogénio
(FBN) e pode ser realizada pelas bactérias de vida livre, em associagéo ou
simbiose com plantas, que fazem parte das chamadas bactérias promotoras
de crescimento de plantas — BCPC.

Na tabela 1 estdo descritos alguns tipos de bactérias que podem realizar
essa fixacdo. Nesse contexto, é importante ressaltar que tanto a bactéria
como a planta podem viver sozinhos, entretanto, quando estdo em simbiose,
as plantas suprem as bactérias com os produtos da fotossintese e, em con-
trapartida, elas suprem as plantas com nitrogénio em forma assimilavel pelo
metabolismo vegetal (Taiz; Zeiger, 2016).

Alguns exemplos de fixagao bioldgica

Simbiose leguminosa x rizoébios (soja x Bradyrhizobium e
feijao x Rhizobium)

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de soja (Glycine max L.) do mundo,
com uma produgado de 135,5 milhdes de toneladas na safra 2021/22, sem
gastos com fertilizantes nitrogenados, o que implica numa economia anual de
mais de 10,3 bilhées de ddlares (Conab, 2021).

Esse fato deve-se as pesquisas iniciadas no ano de 1963 pela engenhei-
ra-agrbnoma Johanna Liesbeth Kubelka Ddbereiner (1924 — 2000) no
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Tabela 1. Exemplos de organismos de vida livre, em associagdo ou simbiose com
plantas hospedeiras, que podem realizar a fixagao bioldgica do nitrogénio.

Organismos Fixadores de N, de vida livre

Azotobacter Methanococcus
Bacillus Chromatium
Calothrix Rhodospirillum
Clostridium Phyllobacterium
Derxia

Organismos Fixadores de N, Plantas Hospedeiras

Vida Livre ou Associagao

Azospirilum Arroz, Brachiaria, Milho, Trigo
Beijerinckia Cana-de-agucar, Paspalum
Burkholderia Arroz, Cana-de-agucar, Mandioca, Milho
Herbaspirillum Arroz, Cana-de-agucar, Feijao, Milho, Trigo
Klebsiella Arroz, Batata-doce, Milho, Trevo vermelho

Vida Livre ou Simbiose

Acetobacter
Allorhizobium
Anabaena

Azorhizobium

Cana-de-agucar
Neptunia natans
Azolla

Sesbania rostrata

Bradyrhizobium Amendoim, Caupi, Centrosema, Mucuna, Soja
Cupriavidus Mimosa

Devosia Neptunia natans

Frankia Alnus, Casuarina, Ceanothus, Datisca
Mesorhizobium Lotus corniculatus

Nostoc Gunnera

Ochrobactrum Acacia mangium
Photorhizobium Aeschynomene

Rhizobium Ervilha, Feijao, Lentilha, Trevo
Sinorhizobium Alfafa

Fonte: Adaptado de Taiz e Zeiger (2016).
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Instituto de Ecologia e Experimentagao Agricola, hoje Embrapa Agrobiologia,
Seropédica, RJ. Ela pesquisou os aspectos limitantes da FBN em legumi-
nosas tropicais, com espécies de bactérias que se associam as raizes da
soja para fornecer o N as plantas (Tabela 1). Com o avanco das pesquisas,
as espécies Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii foram defi-
nitivamente estabelecidas como supridoras de todo o nitrogénio que a soja
necessita para se desenvolver plenamente e produzir — 1 kg de N,/ha/dia
(Hungria et al., 2007).

O sucesso da FBN para a soja esta nos beneficios econédmico e ambiental
para o produtor e para a sociedade. Nessa perspectiva, a tecnologia desen-
volvida pela Embrapa tornou mais baixo o custo de produgéo da cultura, re-
fletindo em ganho econdémico para o produtor ao mesmo tempo em que gera
divisas para a Unido. Na esfera ambiental, as vantagens ndo sdo menos
significativas, uma vez que, ao mesmo tempo em que o N é o nutriente mi-
neral requerido em maior quantidade pelas plantas, os adubos nitrogenados
séo potenciais contaminantes do ar, do solo e das aguas subterraneas e su-
perficiais, volatilizando-se facilmente quando fornecidos na forma de sais de
amonio e lixiviando-se em diregdo ao lencgol freatico — quando fornecidos
na forma de nitratos, devido a repulsdo com as cargas negativas das argilas
(Almeida et al., 2018; Silva Junior et al., 2019). Ademais, a FBN na cultura
da soja abre um leque de perspectivas para a agricultura moderna, como a
chamada agricultura de precisdo, em que ha uma unido dessa pratica milenar
com tecnologias avangadas como drones, motores elétricos, sensores, soft-
wares e estagdes meteorologicas (Hammerschmidt et al., 2021).

Outra associacgao util de interesse comercial é a simbiose existente entre o fei-
joeiro (Phaseolus vulgaris L.) e as estirpes de Rhizobium tropici e Rhizobium
fleirei (Tabela 1). No cenério atual, apesar de n&o suprir totalmente a cultu-
ra do feijdo com nitrogénio, como na simbiose soja-rizébio, pesquisas vém
sendo cada vez mais desenvolvidas no sentido de incrementar essa tecno-
logia tanto nas pequenas propriedades de agricultores familiares, como nas
grandes, altamente tecnificadas e que visam altos rendimentos. Entretanto,
algumas limitagbes tém que ser vencidas no pais: poucos programas de me-
Ihoramento genético visam aperfeigoar essa simbiose; a grande sensibilidade
das estirpes de Rhizobium a estresses ambientais; e a ineficiéncia desses
rizobios no solo em fixar o N, atmosférico, embora seja bastante eficiente em
formar nodulos (Hungria et al., 2013).



12 DOCUMENTOS 293

Simbiose Alnus x Frankia

Um outro tipo muito comum de simbiose para a FBN ocorre entre plantas acti-
norrizicas e bactérias do solo do género Frankia (Tabela 1). Entre esses tipos
de plantas, esta o género Alnus. As bactérias do género Frankia, assim como
os rizébios, formam nédulos nas raizes da planta hospedeira por ocasiao da
simbiose. Como exemplo, temos a arvore amieiro (Alnus glutinosa L.), que,
em associagéo simbidtica com a bactéria Frankia alni, fixa o N, atmosférico,
tornando-o disponivel a planta (Pujic et al., 2022).

Simbiose Gunnera x Nostoc

No caso das plantas do género Gunnera, herbaceas nativas da América do
Sul, a FBN nao ocorre nas raizes, e sim em glandulas no caule, as quais séo
formadas independentemente da presenca das bactérias. Dessa forma, os pro-
cariéticos do género Nostoc (Tabela 1), que s&o cianobactérias, irdo se asso-
ciar a essas glandulas para fixar o nitrogénio do ar; em troca, a planta disp&e a
bactéria os fotoassimilados produzidos na fotossintese (Parniske, 2018).

Simbiose Azolla x Anabaena

A simbiose entre plantas do género Azolla, que séo pteriddfitas aquaticas,
e a cianobactéria Anabaena (Tabela 1) resulta em uma taxa de assimilagcao
de N atmosférico de 0,5 kg de N, /ha/dia (Taiz; Zeiger, 2016). Sob condigbes
aerobicas, os filamentos de bactérias produzem células especializadas deno-
minadas heterocistos, que tém paredes celulares espessas para controlar a
entrada de O, no citoplasma. Ja sob condig&o anaerdbica, a Anabaena nao
precisa produzir os heterocistos para a fixagdo do N,. Entretanto, nos dois
casos, o nitrogénio so6 é fixado quando o solo esta ausente ou com baixa con-
centracao desse nutriente, representando uma forma de adaptagcédo a essa
condicao adversa (Kumar et al., 2019). Dessa forma, o complexo simbiético
Azolla x Anabaena tem sido bastante utilizado como forma de fornecer nitro-
génio as plantas de arroz em paises asiaticos (Gunawardana, 2020), tendo
grande potencial para substituir a adubagéo nitrogenada nos campos de ar-
roz do nosso pais, contanto que pesquisas sejam direcionadas nesse sentido
(Melém Junior et al., 2003).
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Simbiose cana-de-agucar x Acetobacter diazotrophicus

As gramineas também podem estabelecer relagbes simbidticas com orga-
nismos fixadores de N, atmosférico, mas, nesse caso, néo ha produgédo de
nddulos: as bactérias colonizam os tecidos vegetais ou se ancoram na super-
ficie das raizes, principalmente nas proximidades das zonas de alongamen-
to e nos pelos radiculares (Marques et al., 2017). Por exemplo, a bactéria
Acetobacter diazotrophicus vive no apoplasto do caule da cana-de-agucar
(Saccharum officinarum L.), podendo supri-la com nitrogénio fixado simbio-
ticamente da atmosfera o suficiente para garantir a sua independéncia dos
fertilizantes nitrogenados (Pereira et al., 2019). As Figuras 1 e 2 mostram,
respectivamente, as fotos de um campo de cana-de-agucar e da bactéria
Acetobacter diazotrophicus, vivendo no apoplasto do caule da cana-de-agu-
car, como vista ao microscopio.

Figura 1. Campo cultivado com cana-de-agucar em interagdo com bactérias fixadoras
de nitrogénio Acetobacter diazotrophicus.

Fonte: Borges (2021).



Foto: Aline Vieira de Matos Macedo
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Figura 2. Bactéria Acetobacter diazotrophicus no apoplasto do caule da cana-de-
agucar.

Fonte: Macedo (2017).

A simbiose entre a bactéria endofitica Acetobacter diazotrophicus e a cana-
de-acucar foi descoberta em 1988 pela pesquisadora Johanna Débereiner na
Embrapa Agrobiologia em Seropédica, no estado do Rio de Janeiro. Desde
entdo, a Embrapa tem desenvolvido varias pesquisas para comprovar a efi-
cacia da A. diazotrophicus em suprir nitrogénio atmosférico a cana-de-agucar,
obtendo resultados bastante promissores para o produtor, tanto na redugao
dos custos com fertilizantes como na diminuigcdo do impacto ambiental as-
sociado a fabricagéo e uso destes (Reis et al., 2009; Procopio et al., 2013;
Ferreira et al., 2015; Neves et al., 2017; Santos et al., 2022).

Associagao Milho x Azospirillum

O estudo da associagao entre bactérias do género Azospirillum e gramineas foi
iniciado pela pesquisadora Johanna Ddbereiner no ano de 1974. A partir dai,
varias pesquisas foram realizadas com a cultura do milho (Zea mays L.) em
associagao com as espécies Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasiliensis
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(Fukami et al., 2016; Carvalho et al., 2017; Feitosa et al., 2017; Capristo et al.,
2019; Magalhées et al., 2019), desde a selegao de estirpes eficientes na FBN
até o desenvolvimento de técnicas de inoculagdo, até que, no ano de 2004,
a tecnologia foi oficialmente langada por um grupo de pesquisa da Embrapa
Soja, em Londrina, PR, coordenado pela pesquisadora Mariangela Hungria.

Em 2009, foi langado, em parceria com a empresa Total Biotecnologia, o primei-
ro produto comercial para inoculagdo, o Azotal, o qual teve grande aceitagao
pelos produtores de milho de todas as regides do pais, pela reducéo dos custos
com fertilizantes nitrogenados e aumento da produtividade. Segundo Hungria
(2011), o N fixado pela Azospirillum ndo substitui completamente a adubacéo
nitrogenada, mas pode aumentar a produgao de milho em até 30% em relacéo
ao controle nao inoculado, podendo proporcionar uma economia de 2 bilhdes
de ddlares por ano ao pais. Na cultura do trigo (Triticum aestivum L.), a tecno-
logia pode aumentar a produg¢do em até 18% em relagao ao controle, segundo
Hungria (2011). Souza (2019) diz que o inoculante reduziu o uso de nitrogénio
em 20 kg/ha e aumentou a produtividade do milho em 104% (Figura 3).

Foto: Inocéncio Junior de Oliveira

Figur? 3. A esquerda - Milho inoculado com Azospirillum + adubagéo de cober-
tura; A direita - Milho sem inoculagao + adubagéao de cobertura.

Fonte: Souza (2019).
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O género Azospirillum inclui bactérias de vida livre que proporcionam bene-
ficios devido a capacidade de colonizar os tecidos externos e internos dos
vegetais, notadamente das raizes, fixando o N, atmosférico, produzindo fitor-
mdnios como auxinas, giberelinas e citocininas, solubilizando fosfato, atuan-
do como agente de controle biolégico e aumentando a tolerancia a estresses
abidticos (Vendruscolo; Lima, 2021). Ao contrario das bactérias simbidticas,
as associativas como o Azospirillum excretam somente uma parte do nitro-
génio fixado diretamente a planta associada. Posteriormente, ap6s a morte
e mineralizagdo, essas bactérias podem contribuir com aportes adicionais.
Dessa forma, o processo supre apenas parcialmente as necessidades em N
das plantas (Fukami et al., 2018).

A fixagao do nitrogénio atmosférico

Como ja mencionado, a fixagdo do nitrogénio atmosférico — N, — envolve a
quebra da ligacao tripla existente entre dois atomos desse elemento, e isso
requer uma grande quantidade de energia (Masson-Boivin; Sachs, 2018).
Quando feito industrialmente, através da sintese de Haber-Bosch, o proces-
so necessita de um elevado aporte de combustiveis fosseis, um ambiente
de altas temperatura e presséo e a presenca de um metal catalisador, geral-
mente o ferro. Dai a importancia da FBN, que é feita por meio de uma enzima
denominada nitrogenase, presente em todos os organismos fixadores de N
(Kaba et al., 2019).

Na FBN, elétrons devem ser transferidos ao N, para que possa ser reduzido e
ai entao ficar apto a ser incorporado nos hidrocarbonetos formados na fotos-
sintese (Dey et al., 2021). Na fixacao industrial, usa-se o ferro reduzido para
doar esses elétrons (Zhang et al., 2022); na FBN, cabe a nitrogenase essa
doacéo (Einsle; Rees, 2020). Como o oxigénio € um aceptor de elétrons mais
forte que o nitrogénio, pode danificar os sitios da nitrogenase, inativando-a ir-
reversivelmente. Dai a necessidade de a FBN ocorrer, obrigatoriamente, sob
anaerobiose (Van Langenhove et al., 2019). Dessa forma, cada organismo
fixador, ou deve estar sob condigdo anaerdbica natural ou, se estiver sob con-
dicao aerdbica, deve criar um ambiente interno livre de oxigénio, como vimos
no caso da simbiose Azolla x Anabaena, em que sao formados heterocistos
(Kumar et al., 2019).
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2.1. Os nédulos

A simbiose entre as bactérias fixadoras de nitrogénio e a planta hospedeira
ocorre no interior de estruturas especializadas denominadas de ndédulos
(Thal et al., 2018). No caso da simbiose Gunnera x Nostoc, os nédulos ocor-
rem em glandulas no caule; ja no caso da simbiose leguminosa x rizébio, os
nodulos sdo formados nas raizes e, no caso das gramineas, nao ha forma-
¢do de nodulos. A Figura 4, a seguir, mostra nédulos contendo Rhizobium
em raizes de feijao (Hungria et al., 2013).

Foto: Fabio Martins Mercante

Figura 4. Nodulos contendo Rhizobium em raiz de feijao.
Fonte: Hungria et al. (2013).
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Como a nitrogenase ¢ irreversivelmente inativada pelo O,, a permeabilidade
do ar atmosférico para dentro dos nddulos deve ser regulada a nivel tal que
0s rizébios possam respirar, mas ao mesmo tempo a enzima nao seja des-
naturada (Van Langenhove et al., 2019). Para isso, os nédulos possuem uma
proteina férrica denominada leg-hemoglobina, que contém um baixo K _, ou
seja, uma alta afinidade pelo oxigénio. Dessa forma, a cor rosada no inte-
rior dos nédulos significa que as bactérias estao respirando ativamente e, ao
mesmo tempo, fixando N, (Jiang et al., 2021).

O estabelecimento da simbiose

A simbiose entre as plantas e as bactérias ndo é obrigatdria: os simbiontes po-
dem viver independentes um do outro. Entretanto, sob deficiéncia de nitrogénio
no solo, eles se procuram por meio de uma elaborada troca de sinais quimicos.
Dessa forma, a planta, ao sentir a falta de N nos seus tecidos, secreta, por
meio das raizes, alguns atrativos quimicos, em especial flavonoides e betainas
(Phillips et al., 1992). Ao encontrar no solo esses atrativos quimicos, as bacté-
rias irdo produzir os chamados Fatores Nod, que sdo moléculas sinalizadoras
formadas por oligossacarideos de lipoquitina (Fernandez-Gobel et al., 2019).
Cada espécie de planta hospedeira responde a um Fator Nod especifico. Nas
raizes das plantas, encontram-se receptores para os Fatores Nod. No caso das
leguminosas, esses receptores sao lectinas produzidas nos pelos radiculares,
as quais serao ativadas por Fatores Nod para facilitar a ligagdo dos rizébios
com a parede celular das raizes (Coninck; Van Damme, 2021).

A formacgao dos noédulos

Ao se ligar aos pelos radiculares, os rizébios, por intermédio dos Fatores
Nod, provocam um enrolamento do pelo, aglutinando-se no interior. Em se-
guida, os Fatores Nod vao provocar a degradacao da parede celular até que
os rizébios cheguem a superficie externa da membrana plasmatica, e come-
¢am a empurra-la para dentro da célula, formando um canal de infecgédo, com
a ajuda de vesiculas derivadas do complexo de Golgi. Esse canal progride
radialmente pelas células corticais das raizes até chegar préximo do xilema,
no qual vai haver uma ‘desdiferenciacao’ das células-alvo, voltando a se di-
vidirem para formar o primérdio nodular.
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Em seguida, os rizébios vindos do canal de infeccao se instalardo no primér-
dio radicular, onde comegcam a se dividir, envoltos pela membrana formada
durante a penetracado radial, fundida com as membranas da célula-alvo —
plasmatica e do complexo de Golgi. Depois de atingirem o nimero necessa-
rio de células para formar o nédulo, cessa-se a divisdo e comega o aumento
do volume celular para formar o denominado bacterioide — organelas endos-
simbioticas fixadoras de nitrogénio —, vizinho a um vaso xilematico, no qual
a membrana que o envolve passa a se chamar membrana peribacterioide.
E na interface bacterioide-xilema que vai ocorrer a troca entre os agucares
produzidos pela fotossintese, disponibilizados pela planta, e o N, fixado, dis-
ponibilizado pelos rizébios. Além disso, os nédulos ainda terdo, ao final do
processo, uma camada de células especializadas em controlar a entrada de
O, (Darnajoux et al., 2017; Scheifele et al., 2017; Akter et al., 2018; Thal et al.,
2018; Carvalho et al., 2019; Zheng et al., 2019).

A enzina nitrogenase

Afixagao biologica do N, € feita por meio da enzima nitrogenase, que catalisa
a mesma reagao da fixagao industrial:

N, + 8¢ + 8H* + 16 ATP — 2NH, + H, + 16 ADP + 16Pi

Essa enzima possui duas subunidades que nao tém atividades separadas
uma da outra: uma Fe-proteina e uma MoFe-proteina, ambas irreversivel-
mente inativadas pelo O, (Einsle; Rees, 2020).

Na redugéo do N, a NH,, a ferredoxina das raizes doa oito elétrons para a
Fe-proteina que, por sua vez, muda de conformagao com a ajuda de 16 ATPs,
0s quais sao hidrolisados, e passa os elétrons para a MoFe-proteina, que se
reduz e doa finalmente os elétrons para o N, e o H*, transformando-os em
NH, e H, (Ivleva et al., 2016). Além de reduzir o N, e o H* in vivo, a nitroge-
nase também é capaz de reduzir, in vitro, acetileno a etileno, e essa reacéo é
usada para medir a atividade da enzima em laboratério (Seefeldt et al., 2020).

O processo de redugéo de H* a H, compete com a redugéo de N, a NH,. Em
rizébios metabolicamente ativos, essa redugao de prétons pode consumir de
30% a 60% do ATP disponivel para a atividade da nitrogenase, diminuindo a
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eficiéncia na fixagao do nitrogénio. Para sanar esse problema, alguns rizébios
desenvolveram evolutivamente uma enzima denominada hidrogenase, que
cliva o H, e recicla os elétrons para a redugéo do N, (Baginsky et al., 2002).

Transporte de nitrogénio para a parte aérea

A NH, é formada nos rizébios, mas, antes de ser transportada via xilema
para a parte aérea, deve ser convertida em formas organicas, uma vez que
a amonia é altamente toxica as células vegetais. Nas leguminosas de clima
tropical — como, por exemplo, feijdo, caupi, soja e amendoim —, a analise
da seiva xilematica indica que essas plantas exportam nitrogénio na forma
de ureideos. Ja as leguminosas de clima temperado — como, por exem-
plo, ervilha, lentilha, grédo-de-bico e trevo —, sdo exportadoras de amidas
(Schwember et al., 2019).

Pesquisas com FBN na Embrapa Algodéao

A Embrapa Algoddo, Unidade Descentralizada da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria, sediada em Campina Grande, PB, tem realizado, em
parceria com varias instituicbes de ensino e pesquisa, algumas investigacdes
com FBN na cultura do amendoim (Melo et al., 2016; Sizenando et al., 2016;
Santos et al., 2017; Barbosa et al., 2018; Brito et al., 2019; Santos et al., 2021).

Nodulagao, trocas gasosas e produgao de amendoim
cultivado com Bradyrhizobium em solos com diferentes
texturas

Melo et al. (2016) investigaram a resposta de trés gendtipos de amendoim
— BR 1, BRS Havana e BRS L7 Bege — a inoculagdo com Bradyrhizobium
[estirpe comercial BR 1405 (SEMIA 6144)] em solo de textura média, nas
condi¢cdes do Semiarido da Paraiba. Os autores concluiram que a cultivar
que respondeu melhor a nodulacéo foi a BRS Havana (Tabela 2), sendo, dos
trés gendtipos de amendoim testados, o mais indicado para as condigdes se-
miaridas quando inoculados por meio das suas sementes. Nas outras cultiva-
res, a inoculagdo com SEMIA 6144 nao promoveu beneficios consideraveis e
nao se faz necessario incorporar ao manejo.
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Tabela 2. Numero de nddulos nas raizes de genotipos de amendoim crescidos em
solo de textura média.

Genotipos Controle Bradyrhizobium
BR 1 180 Ac 166 Bc 159 Bc
BRS Havana 215Cb 258 Ba 275 Aa

L7 Bege 389 Aa 229 Bb 225 Bb
Média 261 218 220
Coeficiente de variacéo (%) 23,6

Médias seguidas de mesma letra maituscula, na horizontal (fontes de N), e de mesma letra minuscula, na
vertical (genétipos), ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Sam:
sulfato de amoénia.

Fonte: Melo et al. (2016).

Eficiéncia agronémica de Bradyrhizobium em
amendoim sob diferentes condicoes ambientais no
Nordeste do Brasil

Sizenando et al. (2016) estudaram dois genétipos de amendoim (BR 1 e L7
Bege) inoculados com duas linhagens de Bradyrhizobium (SEMIA 6144 e
ESA 123) ou adubados com fertilizante nitrogenado, em trés localidades di-
ferentes do Nordeste brasileiro (zona rural das cidades de Abreu e Lima, PE;
Campina Grande, PB; e Barbalha, CE, sendo a primeira de clima tropical e as
duas ultimas de clima semiarido), baseando-se no pressuposto de que a efi-
ciéncia da associagdo leguminosa-rizébio depende dos gendtipos da planta
e da bactéria e das condicbes ambientais. Conforme os dados da Tabela 3, o
melhor ambiente para a produgéo de amendoim foi o semiarido de Barbalha,
CE; o gendtipo que proporcionou a melhor produgéo de vagens foi o L7 Bege;
e a melhor fonte de N para inoculagéo de sementes de amendoim foi a estirpe
ESA 123, a qual os autores indicam para futuros experimentos que objetivem
desenvolver inoculantes comerciais recomendados para o cultivo da oleagi-
nosa na regido do Nordeste brasileiro.
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Tabela 3. Média do peso de vagens de genoétipos de amendoim crescidos em trés
ambientes do Nordeste brasileiro, sob quatro fontes de N.

Peso de vagens (g/planta)

Ambiente (A)

A1 —Abreu e Lima, PE 36,19 b
A2 — Campina Grande, PB 38,07 b
A3 — Barbalha, CE 46,87 a
Genétipos (G)

G1-BR 1 35,86 b
G2 - L7 Bege 44,85 a
Fonte de nitrogénio (N)

N1 — Sem nitrogénio 31,50 b
N2 — Adubacao nitrogenada 40,52 ab
N3 — ESA 123 45,02 a
N4 — SEMIA 6144 44,42 a
Média 40,38
Coeficiente de variagéo (%) 18,1

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de proba-
bilidade.

Fonte: Sizenando et al. (2016).

Caracterizacaomolecularesimbioéticade Bradyrhizobium
de amendoim da regidao semiarida do Brasil

Santos et al. (2017) avaliaram as relagdes filogenéticas de Bradyrhizobium de
amendoim dos solos do Semiarido brasileiro pela andlise de sequéncia dos
genes 16S rRNA, recA, nodC e nifD e pela performance simbiotica. Para o
estudo, amostras de solo foram coletadas em dois municipios do Semiarido:
Barbalha, CE, em solo cultivado com amendoim, e Juazeiro, BA, em solo
coberto com Arachis triseminata nativo. A importancia dessa pesquisa reside
no fato de a planta de amendoim ser uma leguminosa nativa da América do
Sul e amplamente cultivada no mundo.

Além do mais, é bem adaptada as condicdes edafoclimaticas desfavoraveis
do Semiarido brasileiro, onde é plantada principalmente por pequenos agri-
cultores. Dessa forma, a selecdo de novos isolados é importante para en-
tender sua ecologia e aumentar a taxa de N fixado e a produgéo. Os resulta-
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dos revelaram que os isolados bacterianos dos solos de Juazeiro e Barbalha
foram classificados dentro do clado B. japonicum com bactérias préximas
a B. yuanmingense, B. kavangense e B. guangxiens, indicando altas taxas
de transferéncia horizontal entre os Bradyrhizobium dos solos do Semiarido.
Além disso, conforme demonstrado na Tabela 4, houve grande eficiéncia na
simbiose dos isolados, em especial o ESA 83.

Tabela 4. Massa seca total (MST) e concentragéo de nitrogénio na parte aérea ([N],,)
de amendoim (Arachis hypogaea cv. BR1) aos 63 dias apds a emergéncia das plantu-
las em um experimento de casa de vegetagéo sob condi¢des controladas. Os dados
sdo advindos da média de quatro repetigdes.

Tratamento de inoculagao (g.:fasr;l;a") (mg N.[glr:?anta'1)
ESA 81 4,62 a 20,52 b
ESA 82 4,61a 18,62 c
ESA 83 5,45 a 24,08 b
ESA 85 3,96 b 18,10 ¢
ESA 86 3,72b 21,78 b
ESA 87 345D 21,28 b
ESA 123 5,82 a 22,52 b
SEMIA 6144 4,39 a 21,74 b
Nitrogénio mineral 5,08 a 37,60 a
Controle absoluto 2,35b 19,86 d
Coeficiente de variagao (%) 9,8 53

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-Knott
a 5% de probabilidade.

Fonte: Santos et al. (2017).

E possivel que inoculagdo com linhagens de Bradyrhizobium
possa reduzir os efeitos do déficit hidrico em amendoim?

Barbosa et al. (2018) avaliaram se os efeitos do déficit hidrico em amendoim
poderiam ser reduzidos com uso de linhagens de Bradyrhizobium. No experi-
mento, trés genodtipos de amendoim — BRS Havana, CNPA 76 AM e 2012-4
— submetidos a inoculagao com as estirpes de rizébio SEMIA 6144 e ESA
123, sob dois regimes hidricos (com e sem irrigacao) foram testados.
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Os dados da Tabela 5 sugerem efeitos benéficos da simbiose amendoim-
Bradyrhizobium sob condi¢cbes de déficit hidrico, especialmente quando se
utiliza a linhagem ESA 123, que é nativa da regido semiarida. Dessa forma,
nas condi¢des adversas de clima e solo que configuram esse bioma, quente
€ seco a maior parte do ano, a cultura do amendoim associada a catalase
inoculagao com a linhagem de Bradyrhizobium ESA 123 se constitui em uma
alternativa agricola, notadamente no que diz respeito a produgao sustentavel.

Tabela 5. Médias e percentagens de redugéo para atividade das enzimas catalase
e ascorbato peroxidase e teor de prolina dos gendtipos de amendoim CNPA 76 AM,
BRS Havana e 2012-4 submetidos a estresse hidrico.

Ascorbato Peroxidase
Catalase (umol de ascorbato.

- il
(umol de H,0,.min".mg min".mg de proteina™) Prolina (umol.g" de

matéria fresca)

Tratamentos de proteina-) (umol de H,0,.min".mg
de proteina™')

SIE C/IE (%) SIE C/IE (%) SIE CIE (%)

CNPA 76 AM
SEMIA6144 0,45Bc 0,77Aa 71 14,18Ba 19,57Aa 38 0,19Ba 0,28 Aa 47
ESA 123 0,60Ab 0,48Bb -20 26,84Aa 20,50Aa -24 0,15Aa 0,16Ab 7

C/N 0,86 Aa 0,86Aa O 16,18Ba 16,90Ba 4 0,16Ba 0,28Aa 75
SIN 0,78Ab 0,85Aa 9 15,88 Aa 15,88Ba -35 0,21Aa 0,29Aa 38
BRS Havana

SEMIA6144 0,64Bb 0,86 Ab 34 2220Aa 2332Ab 5 0,13Bb 0,29Aa 123
ESA 123 0,57Ab 0,33Bc -42 13,88Ab 9,50Bc -32 0,15Ba 0,26 Aa 73

CIN 0,75Aa 0,34Bc -55 18,52Ba 2549Ab 37 0,18Aa 0,19Aa 5
SIN 0,34 Bc 1,23Aa 262 11,85Bb 33,52Aa 190 0,19Ba 0,23Aa 21
2012-4

SEMIA6144 0,71Ba 1,15Aa 70 2151Aa 2349Aa 9 0,20Ba 0,26Aa 30
ESA 123 0,56 Ba 0,86 Ab 53 21,87Aa 1591Bb -27 0,22Ba 0,29Aa 32
CIN 0,45Bb 0,93Aa 106 23,50Aa 24,82Aa 6 0,15Bb 0,29Aa 93
S/N 0,37 Bb 0,75Ab 102 21,22Ba 2515Aa 18 0,13Bb 0,30 Aa 130

As letras maiUsculas comparam as médias nas linhas entre os dois regimes hidricos e, as mindsculas, nas
colunas, os tratamentos dentro do mesmo regime hidrico (Teste de Tukey a 5% de probabilidade).

S/E — sem estresse; C/E — com estresse; C/N — com nitrogénio; S/N — sem nitrogénio
Fonte: Barbosa et al. (2018).
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Bradyrhizobium spp. como atenuador do estresse por
déficit hidrico em genétipos de amendoim rasteiro baseado
em respostas fisiolégicas e de expressao de genes

Brito et al. (2019) investigaram a interacao de Bradyrhizobium com genoti-
pos de amendoim para mitigar os efeitos negativos da seca. Para isso, eles
analisaram a acao de duas linhagens de Bradyrhizobium (ESA 123 e SEMIA
6144) sobre trés genotipos de amendoim rasteiro (IAC Runner 886, 2012-33
e 2012-47). Os gendtipos inoculados com ESA 123 foram superiores sob con-
dicdo de déficit (Figura 5), baseado na expressao relativa dos genes ERF8 e
NCED, sugerindo um papel-chave desse inoculante na ativagéo de cascatas
metabolicas que levam a protegao da planta sob falta d’agua nos seus teci-
dos. Infere-se dai que a linhagem de Bradyrhizobium ESA 123 representa
um grande potencial para que a cultura do amendoim enfrente as condigbes
climaticas adversas do Semiarido do Nordeste brasileiro. Os autores conclui-
ram que as plantas inoculadas com Bradyrhizobium foram as mais habilita-
das em mitigar os efeitos do déficit hidrico.
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Figura 5. Quantificagéo relativa da expressao dos genes ERF8 e NCED em genotipos
de amendoim inoculados com Bradyrhizobium e sob condigdo de déficit hidrico. A e
D- IAC Runner 886; B e E-2012-33; C e F-2012-47.

Fonte: Brito et al. (2019).
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Efeito de fungicidas sobre a simbiose entre linhagens de
Bradyrhizobium e amendoim

Santos et al. (2021) investigaram se o tratamento de sementes com fungi-
cidas, uma pratica importante para o controle de fitopatdgenos na cultura
do amendoim, poderia prejudicar a FBN. Para este fim, eles conduziram um
experimento em casa de vegetagdo utilizando a cv. de amendoim BR 1 sub-
metida a duas combinagdes de fungicidas [C1: carboxin (200 g L") + tiram
(200 g L"); C2: pyraclostrobin (25 g L") + thiophanate methyl (225 g L) +
fipronil (250 g L")] e uma testemunha sem fungicida, dois inoculantes a base
de Bradyrhizobium spp. (SEMIA 6144 e ESA 123) e uma testemunha com
fonte quimica nitrogenada (nitrato de aménio). Os autores concluiram que a
combinagéo C2 foi a menos toéxica ao Bradyrhizobium, proporcionando maior
FBN. Com relagdo aos inoculantes, ESA 123 mostrou-se o melhor quando as
sementes séo tratadas com fungicidas (Tabela 6). Pesquisas sobre o efeito
de fungicidas ou uma mistura destes para o controle de fitopatégenos em le-
guminosas tropicais sao de grande importancia pela susceptibilidade dessas
plantas a fungos que causam doencgas e diminuem a produ¢ao em quantidade

Tabela 6. Valores médios para nimero de nédulos e massa seca de nédulos e per-
centagem de interagao entre os tratamentos com fungicidas, fontes de nitrogénio e
numero de inoculagdes.

Numero de nédulos Massa seca dos nédulos (g)
Tratamento

SEMIA 6144 (%)@ ESA123 (%) SEMIA 6144 (%) ESA123 (%)

Uma inoculagao

Sem fungicida 30,00 Aa® 25,66 Aa 0,028 Aa 0,034 Aa

c10 8,33 Ab -72 800Ab -68 0,008Ab -71 0,009Ab -73

C2@ 23,00 Aa -23 27,00Aa 8 0,031 Aa 10 0,029 Aa - 14
Duas inoculagoes

Sem fungicida 46,00 Aa 20,00 Ba 0,039 Aa 0,027 Ba

C1 12,00Ab -74 11,33Aa -43 0,028Aa -28 0,018Ba -33

Cc2 21,00Ab -54 19,00Aa -5 0,030Aa -23 0,023Aa -14

@Percentagem em relagdo ao tratamento sem fungicida; ®Médias seguidas de mesma letra maitscula, na li-
nha, e de mesma letra minuscula, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a de
5% de probabilidade; ©)C1: carboxin (200 g L") + tiram (200 g L""); @C2: pyraclostrobin (25 g L") + thiophana-
te methyl (225 g L") + fipronil (250 g L™).
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e qualidade. Assim sendo, a cultivar de amendoim BR 1, quando tratada com
a combinagdo de fungicidas pyraclostrobin (25 g L") + thiophanate methyl
(225 g L") + fipronil (250 g L") e inoculada com a estirpe de Bradyrhizobium
ESA 123, tem potencial para maior nodulagdo na presencga da substancia
quimica exdgena, o que melhorara sua nutrigdo nitrogenada.

Consideracoes finais

A FBN é um importante mecanismo bioldgico que alguns organismos proca-
ridticos em simbiose com algumas plantas possuem de retirar o nitrogénio
do ar atmosférico e disponibilizar as plantas para a fabricacao dos tecidos
vegetais. Com isso, ha uma diminui¢cao no uso de fertilizantes quimicos, con-
tribuindo para uma agricultura mais sustentavel.

Dessa forma, é importante que haja investimentos para que a Embrapa de-

senvolva cada vez mais pesquisas relacionadas a essa ferramenta bioldgica,
especialmente no bioma Semiarido, para que outras commodities, a exem-
plo do que ocorreu com a cultura da soja, possam eliminar 100% do uso
de nitrogénio industrial, contribuindo também para a redugéo dos custos de
producgao.

Nessa perspectiva, os beneficios dessa tecnologia ja tém avancado nas
culturas do feijao, cana-de-agucar, milho, arroz, trigo e Brachiaria spp. Na
Embrapa Algodao, em particular, 0 amendoim esta sendo contemplado median-
te pesquisa com diferentes inoculantes, buscando os beneficios ambientais e
econdmicos proporcionados pela tecnologia com microrganismos benéficos.

Futuras pesquisas com essa tematica devem contemplar, por exemplo, a sele-
¢éo de linhagens de bactérias mais eficientes no processo de FBN, as relacdes
simbidticas mais apropriadas, o desenvolvimento de veiculos apropriados para
a comercializacao das estirpes e aperfeicoamentos nos métodos de inoculagao.
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