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ECOLOGIA DO RIZOBIO EM SOLOS TROPICAIS'

Maria Cristina Prata Neves?
Norma Gouvéa Rumjanek®

Introdugao

Os rizobios, assim como todas as bactérias diazotroficas utilizam como fonte de
nitrogénio para seu metabolismo o enorme reservatorio de nitrogénio gasoso (N,) da
atmosfera (=z 79%). O N, é pouco reativo e somente um grupo seleto de seres vivos,
algumas espécies de microrganismos procarioticos, bactérias e actinomicetos, possui o
complexo enzimatico chamado nitrogenase, necessario para transforma-lo em aménia que é
subsequentemente assimilada em amino-acidos e proteinas. Este processo &€ chamado
fixag@o bioldgica de nitrogénio (FBN).

O N é um nutriente essencial para a vida e em regides tropicais, é
freqientemente limitante para a produgao agricola. S&o muitos os processos envolvidos na
ciclagem deste importante elemento: desnitrificagdo, volatilizagdo da amdnia e queimadas
(processos que retornam o N a forma gasosa) e lixiviagdo de nitratos para as camadas
profundas do solo, conduzindo a perda do N nos ecossistemas. Além disto, 0 N dos solos
agricolas € exportado para as cidades, através da comercializagdo dos produtos. Como
conseqléncia, a maioria dos solos das regides tropicais sdo deficientes em N, causando
graves limitagdes a produgdo de alimentos. Somente os fertilizantes nitrogenados ou a FBN
podem retornar aos solos agricolas, o N perdido.

A exploragao agricola da FBN nos paises desenvolvidos tem sido motivada pela
conscientizagéo ecoldgica a respeito do uso intensivo e as vezes abusivo dos agroquimicos.
Esta ainda n&o é a grande preocupagdo em muitos paises em desenvolvimento. Nestes
paises, a FBN representa a diminuigdo do custo da produgdo. De um modo ou de outro, a
exploragéo agricola da FBN depende do profundo conhecimento dos rizébios, suas relagbes
com as plantas superiores e com os demais membros da microflora do solo e da rizosfera.

A lista de espécies diazotroficas cresce proporcionalmente a importancia que a
FBN assume nos sistemas de produgdo agricola. Entretanto, a importancia de outros
microrganismos diazotréficos que ndo as Rhizobiaceae ainda esta longe de ser bem
avaliada. Existem indica¢gbes de que outras espécies possuam papéis importantes na
ciclagem de nitrogénio do planeta mas o desenvolvimento de metodologia adequada é
indispensavel para que se possa determinar a dinamica populacional e a sua importancia
ecolégica. A simbiose rizobio/leguminosa representa o sistema fixador de N, de maior
importancia para a agricultura e em mais de um século de estudos, uma vasta gama
de conhecimentos vem sendo acumulada sobre a ecologia da bactéria de vida livre no solo
e sobre a simbiose estabelecida com as leguminosas.
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As espécies de Rizobios

As bactérias dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium e
Azorhizobium (coletivamente referidas como rizébio), sdo microrganismos rizosféricos que
estabelecem associagbes simbitdticas facultativas com as leguminosas (principalmente
espécies das subfamilias Papilionoideae e Mimosoideae) e com Parasponia, uma Ulmaceae
(Trinick & Hadobas 1988), formando estruturas especiais nas raizes ou caule, denominadas
nddulos.

Tabela 1 - Eséies reconohecidas de zc’)bio

- 1 Lok | amads . Abs . NSRS
Bradyrhizobium
B. japonicum Jordan 1982
B. elkanii Kuykendall et al. 1992
B. liaoningense Xu et al. 1995
Rhizobium
R. loti Jordan 1984
R. leguminosarum biovar trifolii Jordan 1984

R. leguminosarum biovar phaseoli Jordan 1984
R. leguminosarum biovar viceae ~ Jordan 1984

R. galegae Lindstrdm 1989

R.tropici Martinez-Romero et al. 1991

R. huakuii Chen et al. 1991

R. etli Segovia et al. 1993

R. cicen Nour et al. 1994

R. tianshanense Chen et al. 1995

R. hainanensis Chen et al. 1994

R. mediterraneum Nour et al. 1995
Azorhizobium

A. caulinodans Dreyfus et al. 1988
Sinorhizobium

S. fredii Scholla & Elkan 1984, Lajudie et al. 1994

S. xinjiangensis Chen et al. 1988

S. saheli Lajudie et al. 1994

S. teranga Lajudie et al. 1994

S. meliloti Lajudie et al. 1994

Inimeros estudos objetivando levantamento, isolamento e selegdo de rizobio
com caracteristicas de tolerancia a estresses tém revelado um alto grau de diversidade nas
populagdes de rizobio do solo, principalmente nas regibes tropicais. Desde 1984, 13
espécies e 2 géneros (Azorhizobium, um rizébio que forma nédulos caulinares e
Sinorhizobium) foram descritos (Tabela 1). O isolamento e a selegéo de inimeras estirpes
capazes de nodular o feijoeiro revelaram diferengas genéticas marcantes entre os isolados,
resultando na identificagdo de 2 novas espécies dentro da antiga espécie R. leguminosarum
bv. phaseoli: R. tropici (Martinez-Romero et al. 1991) e R. etli (Segbvia et al. 1993). Novos
estudos tém indicado uma diversidade ainda maior pois cerca da metade dos isolados
obtidos dos solos dos Cerrados brasileiros ndo apresentam similaridade com nenhuma das
3 espécies capazes de nodular o feijoeiro conhecidas até o momento (Mercante et al. 1996).

O inventario das leguminosas arb6reas da regido Amazonica resultou em uma
vasta colegdo de rizobios. Uma caracterizagéo inicial desta cole¢do demonstrou um alto
grau de diferenciagdo (Moreira et al.1993). Alguns isolados de crescimento rapido
mostraram grande semelhanga com as espécies R. /oti, R. galegae, R. lequminosarum bv.



phaseoli e S. fredii, porém a maioria dos grupos nao se assemelharam com quaisquer das
espécies ja descritas. A lista de espécies de rizébio cresce a cada dia e muitas espécies
poderéo vir a ser descritas a medida que aumenta o conhecimento sobre as leguminosas
tropicais e de seus respectivos rizébios.

A simbiose rizébio/leguminosa representa o sistema fixador de N de maior
importancia para a agricultura e por isso os rizébios tém sido os microrganismos
diazotroficos mais estudados.

Interagdes entre microrganismos diazotroficos e plantas superiores

Os solos das regides tropicais sédo freqlentemente pobres em matéria organica,
deste modo o suprimento de compostos ricos em energia costuma ser limitante. Os
microrganismos diazotréficos evoluiram no sentido de colonizarem a rizosfera das plantas,
beneficiando-se assim dos compostos ricos em carbono que sdo exsudados pelas raizes.

Um grande numero de plantas cultivadas mantém em suas raizes uma
populagédo ativa de microrganismos diazotréficos. Muitas destas associagbes sofreram
especializagbes ao longo do processo evolutivo, resultando em relagbes muito estreitas
entre a planta e a bactéria e culminando com a invasao dos tecidos do vegetal pela bactéria,
inclusive promovendo a formagao de estruturas especializadas (um nicho adequado onde as
trocas gasosas e de nutrientes passam a ser mais eficientes) que garantem protegdo contra
fatores adversos do solo (Sprent & Faria, 1989).

Até o momento sdo conhecidos quatro grupos de microrganismos diazotréficos
heterotréficos capazes de infectar a planta hospedeira: (1) Azospirillum e outras bactérias
endofiticas facultativas, (2) Acetobacter e outras bactérias endofiticas obrigatérias, (3)
Frankia e (4) as diversas espécies de rizébios. Os mecanismos que levam a infec¢do de
plantas por microrganismos diazotréficos foram bem discutidos por Sprent & Faria (1989).

Antes que a infeccdo de raizes possa ocorrer, a bactéria deve colonizar a
rizosfera da planta e a superficie das raizes (Figura 1). Esta etapa envolve pelo menos 4
eventos: (1) quimiotaxia; (2) reconhecimento; (3) adesdo e (4) fornecimento de nutrientes.
As bactérias podem penetrar nas raizes ou nas hastes do vegetal quando ocorre o
crescimento de uma raiz lateral ou adventicia, ou através dos pélos radiculares, ou ainda
entre células danificadas da epiderme do vegetal. O movimento subsequente das bactérias
pode ser intercelular, através da digestdo da lamela média, via espagos intercelulares ou
através das células quando entdo as bactérias ficam confinadas pela planta hospedeira em
cordbes de infecgdo formados por material da parede celular. .

A simbiose entre as leguminosas e os rizobios tem sido objeto de estudos
complexos que resultaram na identificagdo de uma comunicagédo entre os dois parceiros,
mediada pela troca de sinais moleculares especificos (Figura 1). Antes do estabelecimento
da simbiose, o rizdbio, é quimiotaticamente atraido para a rizosfera por compostos (amino-
acidos ou aglcares) exsudados pela planta (Aguilar et al. 1988; Kape et al. 1991).

A partir dai, ocorre uma interagdo quimica especifica entre o rizébio e a planta
hospedeira, mediada pela produgdo de flavondides (flavonas, flavanonas e isoflavonas)
pelas raizes (Hungria 1994). Os flavondides sdo indutores potentes e a presenga de
diversos indutores em concentragdes sub-6timas pode resultar numa resposta sinergética
da expressdo génica. Os flavonodides exsudados ativam o funcionamento dos genes nod e
nol, presentes no cromossoma das espécies de Bradyrhizobium e Azorhizobium ou contidos
nos plasmideos simbi6ticos das espécies de Rhizobium. Os genes nod podem ser de dois
tipos: comuns e relacionados com a especificidade hospedeira. A organizagéo destes genes
€ muito conservada nas diferentes espécies de rizobio. Os genes nodABC sao considerados
essenciais para o processo da nodulagdo. Além destes, o gene nodD é atualmente
considerado como responsavel pela especificidade (Spaink 1994). Uma série de outros
genes tem sido também descritos como responsavel pela especificidade. O gene nodD, ao
contrario dos demais, € um gene estrutural, ou seja, sua sintese ocorre independentemente
de qualquer estimulo e por isso a proteina NodD esta sempre presente na célula bacteriana.
O conjunto destes genes sdo responsaveis pela produgédo dos fatores de nodulagéo, que



sdo substancias do tipo dos oligossacarideos. A interagdo dos flavonoides e a proteina
NodD resultam na alteragdo conformacional da proteina NodD que faz com que o0s genes
nod sejam induzidos (Schlaman et al. 1992). Os genes induzidos passam a sintetizar
proteinas com atividade catalitica que sdo responsaveis pela sintese de lipo-
oligossacarideos. A estrutura dos lipo-oligossacarideos estad relacionada a faixa de
hospedeiros de uma dada espécie de rizobio. Bradyrhizobium elkanii, uma espécie de
rizbio que produz diversos lipo-oligossacarideos apresenta uma faixa maior de hospedeiros
do que B. japonicum, que é capaz de sintetizar um numero menor destas substancias
(Carlson et al. 1993). Os lipo-oligossacarideos sao liberados pela bactéria e se forem
reconhecidos pelas células da raiz desencadeardo uma série de alteragdes na estrutura
deste 6rgéo, iniciadas pelo encurvamento do pelo radicular e formagdo de um cordao de
infecgcdo, que permite a entrada de bactérias e posterior desenvolvimento dos nddulos. As
bactérias sao posteriormente liberadas do corddo de infecgéo (nas leguminosas primitivas e
na Parasponia porém, o rizobio persiste dentro do corddo) e passam a infectar as células
vegetais, contidas por um envelope membranoso que as separa do citoplasma. As trocas de
sinais moleculares e os mecanismos genéticos de controle da nodulagao tém sido objeto de
varias revisdes (Long 1989).

De modo geral pode ser observada especificidade na formagédo do nédulo. Tem
sido entretanto, demonstrado que varias leguminosas podem ser noduladas por espécies
diferentes de rizébio, incluindo espécies de crescimento lento e de crescimento rapido
(Moreira et al. 1993, Padmanabham et al. 1990, Pankhurst, 1977), o que é uma indicagao de
que varios compostos indutores e inibidores podem estar envolvidos durante a formagé&o do
nddulo.

O compartilhamento de estirpes por leguminosas como a soja (Glycine max), o
feijdo comum (Phaseolus vulgaris) e o feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) tem-se revelado
surpreendente e foi recentemente revisado por Neves & Rumjanek (1996): a soja por
exemplo, pode ser nodulada por espécies de crescimento lento, B. japonicum e B. elkanii, e
de crescimento rapido, S. fredii. Recentemente, foi demostrado que pelo menos 3 outras
espécies de rizdbio s&o capazes de nodular a soja. S. fredii além da soja, nodula também o
feijao e cerca de 60 outras espécies enquanto que espécies de rizébio que nodulam feijao
séo capazes de nodular muitas outras leguminosas, incluindo espécies tropicais como o
feijdo-de-corda que nodulam com grande grupo de rizébios de crescimento lento (grupo
caupi ou grupo tropical de inoculagdo cruzada). Ja foi demonstrado também que B.
japonicum e B. elkanii nodulam espécies de leguminosas arbéreas tropicais (Moreira et al.
1993). A medida que mais estudos sdo realizados sobre a biodiversidade deste grupo de
bactérias, observa-se que tanto uma espécie de leguminosa pode ser nodulada por varias
de rizébio como o contrario também acontece. Um alto grau de especificidade em relagéo ao
hospedeiro parece ser a excegéo € ndo a regra (Figura 2).

Associagées de microrganismos diazotréficos e plantas: evolugao
concomitante?

O entendimento dos processos evolucionarios que culminaram com o
estabelecimento de associagdes entre plantas e microrganismos diazotréficos, levando
inclusive a formagdo de estruturas especializadas como as actinorrizas e os nédulos
radiculares ou caulinares nas simbioses rizébio/leguminosas, representa a chave para a
manipulagéo dos sistemas visando maior aproveitamento da FBN nas espécies de interesse
econdmico.

No caso das leguminosas, a hip6tese mais recente considera dois eventos
iniciais: um com o Rhizobium e outro com o Bradyrhizobium seguida da co-evolugéo das
espécies (Sprent 1994). A situagao aparentemente cadtica de relacionamento entre a planta
hospedeira e o rizobio que se observa agora (Moreira et al. 1993), seria devida a mudanga
no clima e as conseqlientes pressdes seletivas que se seguiram em cada regido especifica.
Planta e rizébio passaram a se adaptar as condigbes locais de clima e solo, com a
populagdo de rizébio sofrendo transferéncia lateral de material genético. Como resultado, o
padrao de co-evolugdo ndo mais seria possivel de ser observado nos tempos atuais. Esta



hipbtese postulada por Sprent (1994) consegue conciliar observagdes tais como: a enorme
diversidade de rizébio capazes de nodular Acacia, compreendendo estirpes de crescimento
rapido, lento e muito lento (Barnet & Catt 1991); rizdbios isolados de leguminosas arbéreas,
tolerantes a temperatura adversamente altas e capazes de nodular também o feijoeiro
(Hungria et al. 1993).

Diversidade do rizébio encontrado no solo

Os rizObios s&o microrganismos heterotroficos comuns dos solos tanto das
regides temperadas como das regides tropicais mas ndo sdo membros dominantes da
comunidade microbiana. Nas regides de origem da planta hospedeira, rizobios nativos estao
sempre presentes no solo: por exemplo, Bradyrhizobium nodulando Stylosanthes nos solos
dos Cerrados (Scotti et al. 1982), R. etli nodulando feijdo em solos mexicanos (Segbvia et al.
1993), R. fredii e B. japonicum nodulando soja na China (Dowdle & Bohlool 1985). Quando a
leguminosa hospedeira é introduzida em um novo ambiente, geralmente nao se observa a
nodulagdo da mesma a nao ser que as sementes sejam inoculadas com estirpes especificas
ou simplesmente misturadas com o solo da regido de origem. As areas tradicionalmente
cultivadas com uma leguminosa, geralmente contém uma populagdo de rizébio bem
adaptada as condig¢des locais.

Tem sido freqlientemente assumido que os solos cultivados nas regides tropicais
possuem uma populagéo relativamente grande de rizdbios. Porém alguns levantamentos
tem mostrado grande variabilidade na populagéo de rizdbio dos solos agricolas e que areas
de boa nodulagdo as vezes representam uma pequena proporgéo da area cultivada. Baixas
populagdes de rizébio < 100 células por grama de solo tém sido freqlientemente observadas
nas regides tropicais, em solos cultivados com diferentes leguminosas (Wani et al. 1995).
Estimativas da populagao de mais de 300 amostras de solo provenientes de 17 paises
tropicais indicaram que apesar dos rizobios do grupo caupi de inoculagdo cruzada estarem
presentes em quase todos os solos, os numeros destas bactérias eram extremamente
variaveis e em 46% das amostras havia menos do que 100 rizébios g™ solo (Singleton et al.
1992). No caso da soja, feijdo e leucena, esta condigdo (<100 rizébios g' solo) foi
encontrada em 75, 64 e 75% dos solos estudados. Por outro lado, a ocorréncia de
nodulagéo ndo garante adequada contribuigdo da FBN frente as necessidades de nitrogénio
da planta hospedeira. Nédulos ineficientes muitas vezes ocorrem em grande nimero (Wani
et al. 1995), limitando a contribuigdo da FBN.

A populagao total de rizébio se correlaciona com a média anual de chuva, com a
cobertura de leguminosa, a biomassa de parte aérea, a temperatura e pH do solo e com a
disponibilidade de fésforo (Woomer et al., 1988). A populagao de rizébio do solo esta
relacionada também com o histérico de cultivo da area. O plantio recente da leguminosa
hospedeira € capaz de promover o aumento da populagéo de rizobio homologo (e.g. Ramos
& Boddey 1987, Vlassak et al. 1996, Yousef et al. 1987). Esta interagao foi confirmada em 5
diferentes espécies de leguminosas, Trifolium repens, Medicago sativa, Vicia sativa,
Leucaena leucocephala, e Macroptilium atropurpureum (Woomer et al. 1988), demonstrando
que, no caso dos rizébios, os mecanismos de adaptagdo que determinam a ocorréncia de
um dos parceiros freqlientemente promovem a presenga do outro.

A composi¢do de uma populagao indigena de rizébio é dificil de ser estudada.
Estudos tem demonstrado que a composi¢gao depende da espécie ou mesmo com a cultivar
da planta usada como isca. Deste modo a composigéo de uma coleg&o de rizobios nativos
pode ser tendenciosa por ser dependente da planta. Andlises preliminares da populagéo de
rizbio nos solos dos Cerrados brasileiros mostraram que 0 uso de diferentes espécies-isca
(feijoeiro ou Leucaena) resulta no isolamento de diferentes membros da populagéo de
rizébio capaz de nodular o feijoeiro: 90% dos isolados obtidos a partir de Leucaena foram
identificados como R. tropici e os isolados restantes se mostraram sem similaridade com as
espécies conhecidas. A populagdo de rizébio do mesmo solo porém apresentou uma
composigdo muito mais variada quando se usou o feijoeiro como planta-isca: 36 % dos
isolados caracterizados como R. tropici, 14 % como R. lequminosarum bv. phaseoli ou etli e
49% dos isolados ndo apresentaram similaridade com as espécies ja descritas (Mercante et



al. 1996). Mesmo a partir de um Unico hospedeiro podem ser isoladas populagdes de rizébio
geneticamente distintas. Rizdbios capazes de nodular algaroba (Prosopis glandulosa),
leguminosa reconhecidamente associada com uma grande variedade de espécies de
rizébio, foram isoladas de raizes superficiais (0-0,5 m) e profundas (4-6m). As adaptacdes
decorrentes da exposigao a condi¢gbes ambientais distintas, resultou em duas populagbes
geneticamente contrastantes (Thomas et al. 1994). Os autores concluiram que a formagéao
das duas populagbes foi principalmente devida a hibridizagdes envolvendo o gene navB de
R.meliloti, e em menor escala, com os genes nkfHDK de K.pneumoniae e nodABC de
R.meliloti.

Nos sistemas agricolas € comum diferentes espécies de leguminosas ocorrerem
juntas, como acontece nas pastagens, ou em rotacao de culturas. Nestes locais, diferentes
populagbes de rizobio interagem. Um dos processos importantes desta interacdo é a
transferéncia de plasmideos que tem sido observada entre populag¢des de rizébios e pode
ser um fator importante na adaptacdo a condi¢des edafo-climaticas especificas. Um
plasmideo contendo resisténcia a varios antibiéticos foi transferido a partir de uma estirpe de
Bradyrhizobium doadora para diversas espécies receptoras em condi¢ées de solo nao-
esteéreis. Os resultados obtidos sugerem que a transferéncia pode ter ocorrido tanto no solo,
como na rizosfera ou na superficie da raiz (Kinkle et al. 1993). No entanto, a perda das
caracteristicas simbioticas por estirpes de rizébio tem sido relatada em quase todas as
condigbes ambientais (Gibson et al. 1975, Jansen van Rensburg & Strijdom, 1985,
Kuykendal & Elkan, 1976). E possivel que estes resultados estejam refletindo uma
instabilidade genética das caracteristicas de efetividade das estirpes inoculadas apos
diversos anos no solo de uma maneira semelhante a observada com as estirpes quando em
meio de cultura. Neste ambiente € comum o relato de diferengas fisiologicas entre colénias
isoladas de uma mesma estirpe (Gibson et al. 1975, Jansen van Rensburg & Strijdon 1985).
Algumas observagdes inclusive, indicam que a simples passagem do rizbbio através da
planta é capaz de alterar a estrutura de algumas regides do plasmideo que carrega
determinantes de especificidade (Wang et al. 1986). Por outro lado, a agao de bacteriéfagos
é um fator frequentemente proposto como mecanismo de alteracdo de populagdes
bacterianas. Os fagos tém habilidade seletiva em relagao as bacterias e também agem
como veiculos de troca de material genético (Reanney 1974).

Sobrevivéncia

A capacidade de sobrevivéncia de um microrganismo quando introduzido no solo
foi definida como competéncia saprofitica (Chatel et al. 1968). A sobrevivéncia da bactéria
no solo depende de fatores abidticos (acidez, temperatura, estresses de agua, metais
pesados, teores de argila e matéria orgéanica, Bottomley 1992) e bidticos (antagonismo,
predagdo e sinergismo) do solo. No caso do rizébio, a sobrevivéncia no solo € uma
caracteristica importante pois determina pelo menos parcialmente a possibilidade da
utilizagdo desta bactéria como inoculante. Estrategicamente, a sobrevivéncia é o primeiro
obstaculo a ser vencido no estabelecimento de uma estirpe superior (Freire et al. 1983).

Muitas vezes a estirpe de rizébio introduzida coloniza faciimente o solo de um
novo habitat, tornando-se dificil de ser substituida. Estudos feitos na Africa do Sul e na
Australia, em solos previamente livres de rizdbio capaz de nodular a soja, observou-se que
apos introdugao do primeiro inoculante, alteragcbes posteriores na composi¢ao do rizébio néao
foram bem sucedidas, indicando que as estirpes utilizadas foram capazes de adaptar-se as
condi¢Oes edafo-climaticas especificas do local (Brockwell et al. 1987, Jansen van Rensburg
& Strijdom 1985). Nos Estados Unidos uma situagdo semelhante foi também verificada: uma
estirpe de rizébio, USDA 123, capaz de nodular a soja foi introduzida nos solos junto com
esta cultura onde apesar de ser pouco eficiente, passou a predominar (Ham 1980),
impossibilitando a introdugédo de estirpes mais eficientes (Johnson et al. 1965, Weaver &
Frederick 1974).

No caso do rizébio, a sobrevivéncia deve ser compreendida frente a duas
situagdes distintas. No primeiro caso, a presenca da planta hospedeira facilita a
multiplicagdo daquela estirpe que é capaz de promover nodulacao eficiente. Ha evidéncias



que mostram o envolvimento da planta hospedeira na persisténcia do rizébio: certos
genotipos de soja sdo capazes de restringir a nodulagéo por alguns membros do serogrupo
USDA123 (Creagan & Keyser 1986). No entanto, rizdbios capazes de nodular a soja foram
encontrados em areas onde esta leguminosa nunca foi cultivada (Martins et al. 1996).

O perfil da populagéo de rizébio isolada de solo coletadas na regido nordeste
brasileira mostrou ser bastante diverso mesmo em areas onde, por causa do regime hidrico
deficiente, a presenga das leguminosas hospedeiras ndo é muito comum (Martins et al.,
1996). Usando-se o feijdo-de-corda como planta-isca, foi observado que os rizdbios isolados
dos solos do Sertdo (regido semi-arida) mostraram uma propor¢do maior de estirpes de
crescimento rapido quando comparado com os rizébios isolados de solo da mesma latitude
mas coletados proximos a costa (Zona da Mata) Estes dados confirmam a hipotese de
Sprent (1994) de que rizdbios de crescimento rapido sobrevivem melhor as condigbes
adversas do ambiente.

O fato de apresentar taxas de crescimento réapido ndo confere as espécies de
rizbbio vantagem extra na garantia de uma alta taxa de nodulagdo mas de algum modo,
garante indices melhores de sobrevivéncia. Estirpes de S. fredii, caracterizadas por
crescimento rapido, obtidas de solos de cultivo de soja na China foram introduzidas na
regidao centro-oeste da América do Norte, visando o deslocamento da populagéo
naturalizada de B. elkanii, que embora capaz de nodular soja ndo é téo eficiente quanto
espécies de B. japonicum. A taxa de ocupagdo de noédulo pelas estirpes de S. fredii se
manteve numa faixa baixa (3 a 14%) durante o primeiro ano, ndo havendo nenhum aumento
significativo nos dois anos subseqlentes. Foi observado, entretanto, que apesar de n&o
competir bem com as estirpes de rizébio nativas, as estirpes de crescimento rapido
intfroduzidas persistiram saprofiticamente no solo durante todo o periodo de estudo
(Manjanatha et al. 1992).

A estirpe BR-33 de Bradyrhizobium japonicum quando usada como inoculante
para soja em condi¢des estéreis, promove o0 aparecimento de uma segunda populagdo de
nddulos, que se forma logo apés o florescimento e parece ser a principal responséavel pela
maior produgdo de grdos promovida por esta estirpe porque garante a fixagdo de nitrogénio
em maiores niveis durante o periodo de maior demanda para nitrogénio. No entanto, em
ensaios de campo, a estirpe BR-33 ndo costuma mostrar um bom desempenho, sugerindo
que a baixa capacidade de sobrevivéncia desta estirpe no solo inviabiliza a formagéo da
segunda populagdo de nddulos (Santos et al. 1996). A sobrevivéncia da estirpe no solo é
fator determinante nao apenas para a formag¢ao de uma segunda populagdo de ndédulos mas
também para promover a nodulagdo inicial. Mesmo quando o inoculante é aplicado aderido
a superficie da semente, a nodulagdo ndo ocorre imediatamente, sendo dependente do
tempo de germinagdo, o que exige que o in6culo inicial se mantenha viavel no solo. Em
trevo subterraneo, algumas estirpes eficientes promovem um aumento de produtividade
somente apos a rebrota das plantas, o que esta diretamente correlacionado a capacidade da
estirpe de sobreviver nas condi¢gdes especificas e competir com outras estirpes. (Leung et
al. 1994)

Embora uma série de condi¢cdes tem sido relacionadas com a sobrevivéncia do
rizébio no solo, os fatores determinantes ainda estdo longe de ser bem compreendidos. A
produgdo de polissacarideos nodulares foi apontada como responsavel pela maior
persisténcia do serogrupo USDA 123, levando a sua dominancia numérica no solo (Streeter
et al. 1994).

Interagoes com fatores abidticos do solo

A maior parte dos rizébios em vida livre estdo mecanicamente ligados as
particulas de solo (Ozawa & Yamaguchi, 1986), assim podem permanecer mesmo na
auséncia da planta hospedeira. Kamicker & Brill (1986) relataram a persisténcia no solo de
uma estirpe de B. japonicum por 30 anos na auséncia da soja. Geralmente as populagbes
de rizébbio persistem no solo por 2 anos apds o cultivo da leguminosa hospedeira,
diminuindo gradativamente durante este periodo. A acidez do solo acompanhada do



aumento do teor de aluminio € um dos principais fatores de estresse que afetam a
persisténcia do rizdébio no solo (Hiltbold et al. 1985), muito embora a espécie de B.
japonicum sobreviva melhor em solos moderadamente acidos do que nos solos alcalinos
(Peoples et al. 1995).

Tipo de solo, textura e composigao - Estudos com o rizébio mostraram que as
condigbes do solo sdo decisivas para a sobrevivéncia da estirpe quando introduzida em um
novo ambiente. O nimero de células de Bradyrhizobium no solo e na rizosfera tem se
mostrado em muitos casos mais dependente do tipo de solo do que da estirpe introduzida
como inoculante. Ensaios de competitividade em meio estéril sdo determinados por fatores
intrinsecos da estirpe, porém em ensaios de campo, os fatores edafo-climaticos parecem
ser os maiores determinantes da garantia da sobrevivéncia e competitividade de uma
estirpe.

A sobrevivéncia de bactérias no solo, em geral, estd diretamente relacionada
com a estrutura e textura do solo. Aumentos na densidade populacional de rizdbios sao
observados ap6s o enriquecimento do solo com argilas (Beringer & Bale, 1988; Heijnen et
al. 1993). As argilas exercem um papel de prote¢do para o rizdébio por aumentar nao
somente o numero total de micro-habitats mas também por melhorar a qualidade destes,
garantindo adequado teor de umidade e protegdo contra predadores maiores.

Por outro lado, a estrutura fisico-quimica do solo, principalmente o tipo e teor de
argila, pode influenciar os diversos componentes da populagdo de rizébio do solo, afetando
a competitividade entre as estirpes homoélogas quanto a formag&o de nédulos (Moawad &
Bohlool 1984, Somasegaram et al. 1988). Os mecanismos de atuagdo nao sdo bem
compreendidos mas parecem envolver formas de associa¢des eletrostaticas entre o rizébio
e as argilas do solo (Marshall 1969), como também o aprisionamento do rizébio nos colbides
do solo (Demezas & Bottomley 1986).

Acidez - Varios trabalhos tem mostrado que tanto a temperatura quanto o pH do
solo sao fatores determinantes para o sucesso da estirpe de rizébio em promover uma
nodulagéo eficiente nas leguminosas associadas (Dughri & Bottomley, 1984, Graham, 1992,
Ramos & Boddey, 1987, Streit et al. 1992, Vargas & Graham, 1989, Weber & Miller, 1972,
Wolff et al. 1991).

A acidez é capaz de afetar drasticamente a taxa nodulagao das estirpes usadas
como inoculante: Wolff et al. (1991) demostraram que a taxa de ocupagao de estirpes de R.
leguminosarum bv. phaseoli quando introduzida em solo acido é mais baixa do que a
observada em solos férteis e neutros. Estudos feitos no Quénia em dois solos com
diferentes niveis de acidez mostraram que os solos abrigavam popula¢gdes de rizébio
capazes de nodular feijao semelhantes quanto a nimero, efetividade de FBN e diversidade
genética. A composi¢cao destas populagdes eram, entretanto, acentuadamente diferentes:
estirpes semelhantes a R. tropici predominavam no solo de maior acidez, enquanto que
estirpes semelhantes a R. leguminosarum e R. etli predominavam no solo menos acido
(Anyango et al. 1995). A melhor tolerancia a acidez do R. tropici tem sido também
observada em outras regides (Amarger et al. 1994; Graham et al. 1994).

Alguns estudos compararam a capacidade saprofitica de Rhizobium spp. e
Bradyrhizobium spp. nas mesmas condigbes de solo e foram discutidos Brockwell e
colaboradores (1995): Bradyhizobium é mais tolerante a acidez e melhor adaptado aos solos
dos tropicos Umidos, onde persiste melhor, porém ndo tolera bem altas temperaturas;
Rhizobium é mais sensivel a acidez mas moderadamente adaptado a ambientes semi-
aridos. Os mecanismos de tolerancia do rizébio a acidez ainda permanecem obscuros,
havendo divergéncias entre os autores sobre o papel dos exopolissacarideos como agentes
de protegao contra os efeitos nocivos da acidez.

Em solos acidos a maior disponibilidade de aluminio e manganés que podem
alcangar niveis toxicos, representam um fator Ilimitante & sobrevivéncia e ao
estabelecimento do rizébio (Wani et al. 1995). Nestas condi¢bes, € possivel que a
inoculagdo com estirpes tolerantes possa proporcionar a boa nodulagdo das plantas.
Inimeros trabalhos de selegao de estirpes tolerantes a fatores estressantes do solo tém sido
realizados mas os resultados sdo contraditorios. Estirpes tolerantes a acidez podem



(Graham et al. 1982) ou n&o (Gemell & Roughley 1993) sobreviver melhor em solos acidos
do que estirpes sensiveis. Na maioria das vezes a tolerancia a acidez ndo se traduz em
maior tolerancia a aluminio e manganés (Vargas & Graham 1989).

Temperatura e umidade - Em relagio aos rizébios, a maioria das espécies tem
temperatura 6tima de crescimento entre 25 e 30° C. Temperaturas adversamente altas
afetam o crescimento do rizébio e conseqiientemente sua sobrevivéncia (Woomer et al.
1988). A selegdo de estirpes tolerantes a temperatura alta tem sido uma constante
preocupagdo (Boonkerd & Weaver 1982, Hungria et al. 1993, Wolff et al. 1991). Os
mecanismos de toleréncia a temperatura altas envolvem plasmideos cripticos (Baldani &
Weaver 1992) e a indugéo de proteinas de choque (Michiels et al. 1994). A cura ou a perda
parcial de plasmideos simbiéticos com consequente perda da infectividade ap6s exposigao
do rizébio a altas temperaturas tém sido observado (Soberén-Chavez et al. 1986) e neste
respeito, a espécie R. tropici parece ser mais tolerante e estavel do que R. leguminosarum
bv. phaseoli. Isto talvez possa explicar a maior competitividade daquelas quando em
condigbes de temperaturas adversamente altas (Oliveira & Graham 1990).

A solarizagéo do solo através da cobertura com plastico durante o periodo do
veréo, elevando-se assim a temperatura, € uma técnica eficiente para reduzir a populagio
nativa de rizébio e facilitar a introducdo de estirpes selecionadas para maior eficiéncia
(Rupela & Sudarshana 1990). Seu uso em plantio de larga escala é entretanto inviavel.

Flutuagbes na disponibilidade de agua sédo freqlentemente observadas nos
solos tropicais, com ciclos de seca e encharcamento que resultam em baixa sobrevivéncia
dos microrganismos diazotréficos. Estas flutuagdes tém efeitos deletérios sobre o riz6bio
(Boonkerd & Weaver 1982, Mary et al. 1994,Pena-Cabriales & Alexander 1979).
Bradyrhizobium resiste melhor ao dessecamento e subseqiente reidratagdo (Mary et al.
1994), talvez devido ao maior conteido de agua interna observado nas estirpes de
Rhizobium em comparagao com Bradyrhizobium (Bushby & Marshall 1977). A falta de
umidade do solo pode afetar a mobilidade dos microrganismos diazotréficos em diregéo a
rizosfera das plantas. A mobilidade entretanto é uma fungao do teor de umidade, textura,
quantidade de material coloidal e do tipo de solo, além de ser influenciada pelo movimento
de agua (Hamdi 1971). Em solos contendo argila e silte ocorre absorgdo das células
bacterianas a estas particulas restringindo 0 movimento ao contrario do que ocorre em solos
arenosos.

Metais pesados - Muitos metais pesados sdo essenciais para o crescimento dos
microrganismos diazotréficos. Elementos como niquel, cobre, zinco e cddmio s&o co-fatores
de enzimas, requeridos em quantidades muito pequenas. Acima de certos niveis, estes
elementos sdo toxicos, afetando a sobrevivéncia do rizobio no solo. As estirpes variam
quanto a tolerancia a metais pesados porém a exposi¢do prolongada a metais pesados
altera a populagéo de rizébio do solo. Foi demonstrado que a incorporagdo de lama de
esgoto ao solo promove uma alteragdo radical na populagdo de rizobio, levando ao
desaparecimento de estirpes eficientes e a diminuigao da diversidade genética da populagéo
(Hirsch et al. 1993).

Interagdes com a microflora do solo

O estabelecimento dos microrganismos diazotréficos quando introduzido no solo
¢é influenciado também pelos fatores biéticos. Os microrganismos nativos nhum meio pobre
em matéria organica podem ser concorrentes ou competidores na disputa pelos nutrientes
disponiveis. Por outro lado, substancias que resultam do metabolismo microbiano e s&o
eliminadas no meio podem servir como fonte de nutriente a outros microrganismos. A
chance de um microrganismo heterotréfico sobreviver no solo, considerado na maioria das
vezes como um meio pobre, vai depender do fluxo alimentar estabelecido entre os
organismos presentes no local especifico. Inimeros estudos tém comparado as alteragbes
nos nimeros de rizobio apés inoculagdo em solos ndo estéreis e estéreis, onde a influéncia
de fatores bibticos € eliminada (Chao & Alexander 1981, Sardshpande et al. 1977, Vidor &
Miller 1980). Os resultados claramente demonstram o papel da microbiota na sobrevivéncia
do rizobio.



Antagonismo - As popula¢gdes microbianas do solo, bactérias, actinomicetos e
fungos, podem exercer interagbes antagbnicas com relagdo aos microrganismos
diazotréficos no solo. Bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus e fungos dos géneros
Aspengillus e Penicillium, membros comuns da microflora do solo, s&o capazes de inibir a
populagao de rizéblo no solo, o que pode ser observado através da redugfo da nodulagédo
da planta hospedeira (Chowdhury 1977, Patel 1974). Os actinomicetos s&0 numerosos nos
solos troplcais (Araragi, 1979), perfazendo de 75 a 94% do total da microfiora de alguns
solos dos Cerrados (Coelho & Drozdowicz 1979). Além disso, o nimero de actinomicetos no
solo aumenta rapidamente apés a elevagfio do pH do solo, através da calagem (Baldani et
al. 1982). Tem sido sugerido que os antibidticos produzidos por estes microrganismos
quando presentes no solo ou na rizosfera, possam ser assimilados pela planta (Crowdy &
Pramer 1955), promovendo alteragSes na popula¢do microbianas da rizosfera (Brown 1961;
Hely et al. 1957) e resultando na selegdo de microrganismos tolerantes, tal como ja foi
observado (Baldani et al. 1982, Ramos et al. 1987). Dificuldades no estabelecimento de
rizébio em alguns solos t&8m sido relacionadas com o antagonismo da microfiora local
(Chowdhury 1977 ) e estudos tém demonstrado que a inoculagdo do solo com varnas
espécies de fungos ou com actinomicetos afeta a sobrevivéncia do rizébio, levando inciusive
a diminuigdo da nodulag&o das leguminosas (Angle et al. 1981, Damirgi & Johnson 1966).

A importancia da resisténcia a estreptomicina no estabelecimento de nodulagdo
em Stylosanthes em solos da regido dos Cerrados foi mostrada por Scotti e colaboradores
(1982) que observaram uma propor¢éo significativamente maior de isolados resistentes a
este antibi6tico em plantas crescidas em solos com calagem em comparag¢do com plantas
crescidas em solos virgens.

Alteragbes dos ecossistemas naturais através das praticas de aragdo e calagem,
modificam o equllibrio das populagbes de microrganismos do solo (Dbbereiner 1982) e
podem, por um longo periodo de tempo, afetar o estabelecimento do riz6bio. Na regldo
amazdnica, foram observados aumentos no nivel de resisténcia a alguns antibi6ticos dos
isolados de Bradyrhizobium spp obtidos de nédulos formados em feijdo-de-corda crescido
em solos acidos que tiveram o pH corrigido através da calagem, por um periodo de 6 anos
apos o inicio da pratica agricola (Dobereiner et al. 1981). Alguns destes isolados se
mostraram tolerantes a acldez do solo e a temperaturas adversamente altas (Martinazzo
1989) e capazes de prontamente formar nodulagfo abundante no feijado-de-corda em 4reas
recentemente abertas para a agricultura. Nesta mesma regido, a Inoculagdo com a estirpe
australiana CB 188, selecionada para tolerancia a estreptomicina e a canamicina ndo foi
bem sucedida. Nestes estudos n&o foi possivel estabelecer correlagSes entre o padréo de
resistdncia aos dois antibiéticos testados e a boa nodulagdo das estirpes, demonstrando que
a habilidade que resulta na persisténcia da bactéria no solo é muito complexa, envolvendo
diversos aspectos relaclonados com a sobrevivéncia da estirpe no solo.

Predagdo - A ag¢do predatéria dos protozoarios e de microrganismos parasitos
como por exemplo os Bdellovibrio spp. é conhecida como um fator que pode influenciar a
sobrevivéncia do rizobio. A populagdo de predadores e parasitos depende principalmente do
teor de matéria orgénica do solo (Pena-Cabriales & Alexander, 1983) e ocorre com maior
intensldade em sistemas monoculturais. Um nidmero muito grande de estudos tem mostrado
deciinios marcantes na populag&o de rizobio pela ag8o dos predadores. Estes estudos tém
sido feitos em meio de cultura ou em solos esterilizados (Chao & Alexander 1981).

Sinergismo - A interagdo entre fungos micorrizicos arbusculares e as estirpes
de rizébio 6 um bom exemplo de interagdo sinergética entre microrganismos do solo
(Thiagarajan & Ahmad 1993). Foi observado no amendoim que a presen¢a de fungos
micorrizicos arbusculares (Acaulospora laevis ou Glomus fasciculatus) é capaz de alterar a
taxa de nbédulos formados por estirpes inoculadas em mistura, Indicando uma agdo
sinergética diferenciada para com uma das estirpes (Nambiar & Anjaiah 1989). Este mesmo
tipo de efeito ja foi relatado para Azospirillum brasiliense (Plazinski & Rolfe 1985) e
Pseudomonas (Fuhrman & Wollum |1 1889). O melhor conhecimento destas interagbes pode
vir a possibilitar a introdugso de estirpes seleclonadas em areas onde ocorra populagéo
nativa.



Interagdo com outras estirpes de rizobio

De um modo geral as populag¢des nativas ou naturalizadas de rizébio sdo muito
competitivas pelos sitios de infec¢do nas raizes da planta hospedeira, mas freqientemente
apresentam-se também pouco eficientes quanto a FBN, limitando a produtividade da
leguminosa (Berg et al. 1988, Keyser et al. 1984). As dificuldades relacionadas com a
formagéo de nédulos por estirpes de rizébio selecionadas (geralmente para maior eficiéncia
da FBN ou tolerancia a fatores de estresse) quando introduzidas em solos que contém
populagbes indigenas ou naturalizadas apresentam grande importancia econdmica,
impulsionando os estudos sobre os mecanismos de especificidade hospedeira e
competitividade entre estirpes pelos sitios de infecgédo nas raizes das leguminosas.

Estudos que visavam compreender os mecanismos de competitividade entre
estirpes de rizébio presentes no solo, ja eram realizados ha mais de 50 anos atras (Nicol &
Thornton, 1941) e ainda assim, as caracteristicas capazes de definir a habilidade
competitiva de uma estirpe em relagéo a outra, ndo sdo bem compreendidas.

As dificuldades que séo frequentemente relatadas em estudos desta natureza,
s&o pelo menos parcialmente decorrentes da metodologia disponivel para avaliagdo da
competitividade. Os resultados obtidos em condigbes controladas e estéreis raramente
costumam ser reproduzidos em condigdes de campo. Estirpes isoladas tanto de populagdes
dominantes quanto daquelas nido-dominantes de nédulos, quando avaliadas em ensaios
estéreis apresentam um bom desempenho quanto a competitividade, o que é uma situagdo
extremamente dificil de ser compreendida a nivel de campo (Bromfield et al. 1989, Meade et
al. 1985). Além das dificuldades metodolégicas inerentes a avaliagdo da competitividade,
Brom e colaboradores (1991) sugeriram que pode haver perda de alguma caracteristica
genética, durante o processo de isolamento do rizébio a partir do nédulos. A medida que o
conhecimento da ecologia dos habitats naturais destes microrganismos for sendo ampliado,
meios de cultura apropriados poderdo ser desenvolvidos onde ndo somente a eficiéncia mas
também a competitividade possam ser mantidas.

Variaveis ambientais, caracteristicas intrinsecas do rizobio e determinantes
genéticos do hospedeiro podem contribuir para o sucesso da inoculagdo, permitindo que
estirpes de rizébio utilizadas como inoculantes ocupem uma proporg¢ao significativa dos
nédulos formados (Bottomley 1992). Mesmo quando a estirpe a ser introduzida é bastante
competitiva, a populagdo de rizébio nativo tem sido apontada como o principal fator capaz
de afetar a taxa de nodulagéo pela estirpe inoculante (Thies et al. 1991, Thies et al. 1992).

Alguns estudos relacionam nao a diversidade de rizébios nativos no solo, mas o
tamanho da populagdo rizobiana com determinante da eficiéncia da inoculagio. Existem
resultados mostrando que o numero de estirpes nativas de rizdbio representam uma barreira
para o estabelecimento de estirpes selecionadas, possivelmente levando ao insucesso da
inoculagdo (Weaver & Frederick, 1974). Segundo os estudos de Thies e colaboradores
(1991) quando menos de 10 rizobios nativos estdo presentes por grama de solo, o sucesso
da inoculagéo pode ser observado 85% das areas analisadas.

Um dos aspectos menos estudados da ecologia do rizébio é a caracterizagao
das estirpes nativas que freqientemente competem com as estirpes introduzidas para a
formagdo de nodulos. A populagdo nativa é adaptada as condi¢gdes edafo-climaticas mas a
presenga de plantas leguminosas também tem uma influéncia significativa na sua
composigdo. Mil duzentos e setenta e cinco isolados de Bradyrhizobium de nédulos de
Macroptilium atropurpureum e Desmodium intortum foram usados para testar a hipotese de
que a heterogeneidade de tipos serolégicos de rizébios encontrados no solo antes do cultivo
de uma planta hospedeira tende a diminuir, sob influéncia do solo, raiz e rizosfera, apoés
cultivos sucessivos com a leguminosa hospedeira (Date & Hurse, 1991). Estes autores
encontraram que para cada uma das leguminosas estudadas um ou dois isolados foram
dominantes. A confirmagdo desta hipétese indica que isolados do solo de origem da
leguminosa tém as caracteristicas de persisténcia e competitividade que s&o importantes
para os programas de sele¢do de estirpe (Brockwell et al. 1968, Date, 1976, Thompson
1980).



A soja, plantada numa larga extensdo dos Cerrados brasileiros, pode ser
apontada como um exemplo tipico do alto grau de competitividade de estirpes naturalizadas.
No inicio dos anos 70, foi utilizado um inoculante composto das estirpes BR-29 e BR-96 de
B. elkanii, o que garantiu durante varios anos a produgdo da soja sem a necessidade de
adubagao nitrogenada. Estudos realizados na década de 80, mostraram que a estirpe BR-33
de B. japonicum era capaz de aumentar o nivel de produgdo de graos em soja em até 30%
(Neves et al. 1985). No entanto, quando se tentou introduzir a estirpe BR-33 nos solos de
Cerrado, verificou-se que ela era incapaz de competir com as estirpes BR-29 e BR-96 que
se encontravam bem adaptadas as condi¢des edafo-climaticas prevalecentes na regiao
(Neves et al. 1992).

A produgdo de bacteriocinas tem sido apontada como determinante da maior
competitividade de uma estirpe em relagéo a outra. Estas substancias caracterizadas como
antibidticas apresentam efeitos bacteriostaticos sobre rizébios da mesma espécie, de outras
espécies e mesmos bactérias de outros géneros (Hodgson et al. 1985, Triplett & Sadowsky
1992). Estudos com o uso de estirpes isogénicas tém mostrado a vantagem competitiva das
estirpes produtoras de bacteriocinas sobre estirpes sensiveis (Triplett & Barta, 1987).

Por outro lado é possivel tirar partido da variabilidade existente na populagao de
rizébios, como por exemplo, resisténcia a fungicidas, a antagonismo, etc., para adicionar
vantagens competitivas as estirpes selecionadas usadas como inoculante de leguminosas
em solos contendo populagdo estabelecida de rizébios homologos.

Adaptagao a condigdes especificas - alguns estudos de caso

As caracteristicas das bactérias que determinam sua persisténcia e que estéao
envolvidas na adaptabilidade aos solos ndo sdo bem conhecidas. Além disto, a
complexibilidade dos fatores envolvidos (desidratagédo, altas temperaturas do solo, acidez,
baixo conteudo de matéria organica e toxicidade de manganés e aluminio), além de fatores
biéticos do solo, torna dificil a selegdo de estirpes adaptadas a condi¢gbes especificas do
solo nesta regiéo.

Uma diminui¢do na tolerdncia a acidez e um aumento na resisténcia a
antibiéticos na populagdo nativa de rizobio das parcelas que receberam calagem foi
observada quando o feijoeiro foi plantado 5 vezes no mesmo local (Ramos & Boddey 1987,
Ramos et al. 1987). A tolerancia a acidez e resisténcia a antibiéticos da estirpe inoculada e
suas derivativas aclimatizadas que foram re-isoladas dos nédulos formados a cada plantio,
entretanto ndo foram alteradas pela calagem. Foi observado também que a calagem
aumentou a nodulag&o e a produgao de gréos do feijoeiro mas diminuiu a taxa de ocupagao
da estirpe inoculada, muito embora as estirpes aclimatizadas tivessem uma tendéncia a ser
mais competitivas do que a estirpe original.

A expansdo da fronteira agricola brasileira em dire¢do aos Cerrados, na década
de 60, introduziu a soja neste novo ecossistema. Baixa nodulagdo e até mesmo falha de
nodulagdo foram observadas nas plantas inoculadas com as estirpes comercialmente
recomendadas para a soja na regido sul e sudeste (Neves 1989). O problema era mais
grave nos primeiros anos apés o preparo do solo para a agricultura e foi atribuido a
especificidade hospedeira das cultivares adaptadas aos Cerrados (Franco 1981). O
problema podia ser aliviado com o uso de altas doses de inoculante (Vargas & Suhet 1980)
o que pode ser indicativo de problemas relacionados com a sobrevivéncia das estirpes nos
solos.

Estirpes de diversas procedéncias foram testadas e duas estirpes foram
selecionadas: BR-96, isolada na regido sul pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul
e BR-29, isolada no Rio de Janeiro pelo Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia da
EMBRAPA. E possivel que a estirpe BR-29 seja um rizobio nativo pois foi isolado de um
Unico nédulo formado em soja plantada em uma amostra de solo acido com problema de
toxicidez de manganés, originaria de Pirai, onde a soja jamais tinha sido introduzida (M.
Nery comunicagdo pessoal). Estas estirpes tém, em comum, a caracteristica de alta
competitividade (Freire et al. 1983, Scotti et al. 1993), resisténcia a alguns antibi6ticos
(Scotti et al. 1982). Hoje se sabe que estas duas estirpes pertencem a espécie B. elkanii



(Rumjanek et al. 1993). Usadas comercialmente como inoculante para soja, ambas se
tornaram naturalizadas nas areas de produgédo desta cultura em todo o Brasil.

Aumentos na domindncia da estirpe BR-40 usada como inoculante
anteriormente, tém sido observados nas regides produtoras dos Cerrados: em 1970 este
serogrupo ocupava apenas 2% dos nodulos e recentemente taxas de ocupagao entre 13 e
50% tém sido relatadas (Vargas et al. 1993). Isolados naturalmente aclimatizados as
condigbes prevalecentes nos solos dos Cerrados foram recentemente selecionados: BR-85,
pertencente ao serogrupo BR-33 e BR-86 (Vargas et al. 1993), 4A-5, e 4B-53 (Scotti et al.
1993), pertencentes ao serogrupo BR-40.

Através da repetida inoculagdo e recuperagdo do rizobio dos nédulos foram
obtidos re-isolados aclimatizados as condigbées dos solos dos Cerrados, da estirpe BR-33,
caracterizada como B. japonicum (Rumijanek et al. 1993) e considerada muito eficiente
(Dobereiner et al. 1970, Neves et al. 1985 ,Norris,1967). Os re-isolados aclimatizados
mantiveram as caracteristicas de eficiéncia da estirpe original € ndo apresentaram alteragado
no padrao de tolerancia a aluminio e acidez (Neves et al. 1992). A aclimatizagao da estirpe
BR-33 entretanto, diminuiu a produgédo de polissacarideos. Somente um dos re-isolados
teve alterado o padrdo de resisténcia a antibiéticos, mantendo a taxa caracteristica de
crescimento mesmo quando inoculado em meio contendo concentragdes sub-inibitorias de
estreptomicina (Coutinho et al. 1995).

A caracterizagdo genética das estirpes aclimatizadas aos solos dos Cerrados
demonstraram que o isolado BR-85 difere geneticamente da estirpe original (BR-33) por
uma unica banda de restricdo. Os demais re-isolados desta estirpe s6 puderam ser
discriminados da estirpe original por meio do padrdo de pirélise (Coutinho et al. 1995).
Alguns re-isolados derivados da estirpe BR-40 diferem da estirpe original pela maior
intensidade de uma banda polipeptidica no padrdo de proteinas e se tornaram mais
competitivos (Scotti et al. 1993, Vargas et al. 1993). Estes re-isolados ndo puderam ser
discriminados pelo padrdo de DNA mas sim, pelo padréo de pir6lise (Coutinho et al. 1995).

Alteragbes na produgdo e/ou composi¢do dos polissacarideos foram as
principais diferengas decorrentes da aclimatizagdo das estirpes BR-33 e BR-40 nos solos de
Cerrado (Coutinho et al. 1995), afetando a permeabilidade das células a antibidticos e outras
substancias e consequentemente modificando a tolerancia aos fatores adversos do solo. A
existéncia de re-isolados que sdo mais competitivos do que as estirpes originais mas
sensiveis a estreptomicina sugerem que a resisténcia a este antibiético ndo € um pré-
requisito para a nodulagdo da soja nos Cerrados. Entretanto, quando comparados com a
estirpe original, os isolados apresentaram um maior nivel de tolerancia ao antagonismo dos
actinomicetos dos solos de Cerrado, semelhante aos observados para as estirpes bem
sucedidas nestes solos, BR-29 e BR-96 (Neves et al. 1992).

Conclusodes

O conhecimento dos aspectos ecoldgicos ligados aos microrganismos
diazotréficos € ainda muito fragmentado. Os rizdbios tem sido os mais estudados, mesmo
assim os resultados se restringem a um numero limitado de espécies associadas a plantas
de interesse agrondmico, geralmente obtidos em regides subtropicais .

O estabelecimento do rizébio no solo depende de fatores tdo diversos como
natureza quimica e fisica do solo, temperatura e disponibilidade de agua, microflora,
composigdo da flora de leguminosas e ndo-leguminosas, que dificiimente tém sido
considerados quando nas tentativas de introdugdo de estirpes selecionadas. Do melhor
conhecimento destes fatores podem resultar tecnologias que permitam sucesso na
introdugdo de estirpes selecionadas. A necessidade de aumentar a contribui¢do da FBN nos
sistemas agricolas e de superar limitagbes a FBN tém motivado a prospecg¢do da
biodiversidade que existe nas regides tropicais. Dados coletados em solos das regibes
tropicais do Brasil tem mostrado que é possivel a adaptagdo de bactérias a um novo
ambiente o que de certa forma explica a grande diversidade nas populag¢des de rizobio que
ocorrem nestas regides. O uso de técnicas moleculares tem contribuido para revelar a
grande diversidade de rizébios que existe nestas regides e seus relacionamentos com as



leguminosas. Por outro lado, a possibilidade de aumentar a FBN através de alteragdes
genéticas nos microrganismos diazotroficos envolvidos tem motivado o estudo destas
populag¢des e suas interagées com a microflora local.

O melhor conhecimento da ecologia do rizébio nos solos das regides tropicais
tem servido para derrubar alguns conceitos estabelecidos, como por exemplo, a ubiqlidade
dos rizébios tropicais do grupo caupi de inoculagdo cruzada. Este conceito que por muitos
anos induziu a conclusdo sobre a n&do necessidade de inoculagdo de leguminosas
promiscuas (muitas s&@o forrageiras ou plantas usadas para adubagdo verde) em solos
tropicais pode estar levando a insuficiente nodulagdo e a limitada contribuigdo da FBN
nestas leguminosas.
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