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Apresentação

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo, água, ar, flora, fauna,
energia), de preservar e conservar a natureza são cada vez mais necessárias para a
sociedade moderna acarretando em uma busca constante por sistemas de produção
agropecuários apoiados em princípios ecológicos e naturais.

Dentro desse cenário, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu atual plano diretor de
pesquisa (2008-2011), desenvolvimento e inovação com a seguinte missão “gerar
conhecimentos e viabilizar tecnologias e inovação apoiados nos processos agrobiológicos,
em benefício de uma agricultura sustentável para a sociedade brasileira”.

A série documentos nº 252 intitulada “Algumas limitações à fixação biológica de nitrogênio
em leguminosas” lista e discute sobre alguns dos principais fatores bióticos e abióticos que
podem interferir na nodulação eficiente de plantas da família das leguminosas quando
inoculadas com bactérias fixadoras de nitrogênio. Otimizar as condições ambientais para
que os simbiontes possam expressar suas potencialidades passa por conhecer cada mais
os fatores limitantes da fixação biológica de nitrogênio  e como eles podem ser
sobrepujados. A presente publicação traz no seu conteúdo informações relevantes para que
estudantes, técnicos, pesquisadores possam cada vez mais conhecer e se aproveitar
melhor da simbiose rizóbio-leguminosas.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Algumas Limitações à Fixação Biológica de
Nitrogênio em Leguminosas

Paulo Ivan Fernandes Júnior
Veronica Massena Reis

Introdução
A fixação biológica do Nitrogênio (FBN) é um processo natural que
consiste na redução do nitrogênio atmosférico (N2) a compostos
amoniacais (Equação 1). Esse processo é catalisado pela nitrogenase,
um complexo enzimático exclusivo de um grupo de procariotos
denominados diazotróficos (VESSEY et al., 2004; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

N2 + 8H+ 8 elétrons + 16 ATP   NITROGENASE   2NH3 + H2 + 16 ADP + 16Pi

Equação 1. Reação de fixação de nitrogênio atmosférico a compostos amoniacais catalisado pela
enzima nitrogenase

Os diazotróficos apresentam uma elevada diversidade genética e
versatilidade metabólica, essa diversidade reflete na forma com a qual
esses organismos vivem e distribuem-se nos diferentes ecossistemas,
ocupando diferentes nichos ecológico e habitats nesses ecossistemas.
A contribuição destes organismos no “input” de N nas teias
alimentares é muito grande, uma vez que a contribuição biológica da
fixação do nitrogênio é muito maior que a contribuição não biológica
(natural ou antrópica) (Tabela 1).

Tabela 1. Estimativas da fixação de nitrogênio por diferentes
processos e em diferentes ambientes

Fonte de fixação Quantidade fixada (109 kg N/ano)
Industrial (produção de fertilizantes) 65
Atmosférica e outros processos químicos 51
Total dos sistemas terrestres 180
Leguminosas 120
Demais sistemas terrestres 60
Oceanos 139

Dados compilados de BURNS & HARDY (1975) e KEENEY (1982) [(apud MOREIRA & SIQUEIRA, 2006)];
POSTGATE (1998); CAPONE et al. (2005).
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Com relação à atividade metabólica os diazotróficos podem ser
aeróbios (Rhizobium, Bradyrhizobium, Azospirillum, Burkholderia,
etc.), anaeróbios obrigatórios (Clostridium, etc.) ou anaeróbios
facultativos (Klebsiella spp.). Essa versatilidade metabólica diversifica
a quantidade de ambientes que podem ter a presença de organismos
diazotróficos, o que resulta em uma colaboração dos diazotróficos no
“input” de N nas diversas cadeias alimentares.

A diversidade ecológica desses organismos resultou em diferentes
“estilos de vida” desses procariotos. Uma grande parte dessas
bactérias é de vida livre, não se associando a plantas ou a outros
organismos. Os diazotróficos de vida livre podem viver em ambientes
como o solo, águas dulcículas e marinhas. Em contrapartida, existem
diazotróficos capazes de se associar à plantas de diferentes formas,
sendo que essas associações podem contribuir para o
desenvolvimento vegetal Tabela 2).

Tabela 2. Sumário das interações entre bactérias fixadoras de
nitrogênio e suas plantas hospedeiras.

Estilo de vida
das bactérias

Interação ecológica com
plantas hospedeiras Gêneros Bacterianos Referências

Associações Mutualísticas-
Rizóbios

Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium (Ensifer), Mesorhizobium,
Allorhizobium, Azorhizobium,
Burkholderia, Cupriavidus, Devosia,
Methylobacterium, etc.

WILLENS (2006);
MOREIRA &
SIQUEIRA, (2006);
BALANCHADAR et
al. (2007)

Associação
com plantas Associações não

mutualísticas - bactérias
diazotróficas não
formadoras de nódulos ou
estruturas especiais em
plantas hospedeiras

Azospirillum, Herbaspirillum,
Gluconacetobacter, Azotobacter,
Burholderia, Klebisiela, Anabaena, etc.

MOREIRA &
SIQUEIRA, (2006)

Vida livre - Nostoc, Trichodesmium, etc
CAPONE  et al.
(2005), MOREIRA &
SIQUEIRA, (2006)

Plantas de diversos grupos como as bromeliáceas (MARTÍNEZ et al.,
2003), droseráceas (ALBINO et al., 2006) e principalmente Poaceas
(DÖBEREINER, 1997) associam-se com bactérias diazotróficas de
diversos gêneros. Essas bactérias são denominadas de bactérias
associativas, uma vez que não há a formação de nódulos de
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leguminosas que são estruturas especializadas para realizar a fixação
biológica de nitrogênio (FBN). As bactérias associativas estão
presentes em diferentes tecidos do hospedeiro (como xilema,
protoxilema, parênquima lacunar e córtex radicular) em diferentes
órgãos (colmo, raízes e folhas). Essas associações são tidas como
associações pouco especializadas, classificadas por alguns autores
(VESSEY et al., 2004), embora haja um controle genético refinado na
especificidade e eficiência entre os pares.

A associação entre rizóbios e leguminosas é o tipo de associação
mais estudada devido a sua peculiaridade na capacidade de formação
de nódulos radiculares e devido à importância agrícola das espécies
dessa família.

Com o desenvolvimento de ferramentas moleculares para estudos
filogenéticos a taxonomia das bactérias diazotróficas tem mudado nos
últimos anos devido a inclusão no grupo dos rizóbios de bactérias
pertencentes a outras subclasses como beta-proteobactérias
pertencentes aos gêneros Burkholderia, Ralstonia, Methylobacteria,
etc (MOULIN et al., 2001; CHEN et al., 2001, 2005). Dessa forma,
alguns autores não consideram adequada a continuidade da utilização
do termo rizóbio, para designar as bactérias que formam nódulos em
leguminosas. MOREIRA & SIQUEIRA (2006) propõem a utilização do
termo “bactérias fixadoras de nitrogênio nodulantes em leguminosas”
(BFNNL) como um termo mais apropriado para denominar essas
bactérias. Porém a terminologia utilizada nessa revisão será a
terminologia tradicional utilizando a palavra “rizóbio”, referindo aos
rizóbios tradicionais de grupos nodulantes recentemente descritos.

Além da associação com leguminosas, há outras associações que
envolvem bactérias formadoras de nódulos, são elas as associações
entre aos actinomicetos e Frankia, entre rizóbios e Parasponia
(VESSEY et al., 2004) e entre cicadáceas e diversas bactérias, como
Nostoc e mais recentemente demonstrado com bactérias do gênero
Rhizobium (HUANG et al., 2007), porém essas associações são muito
pouco estudadas principalmente devido pouco ou nenhum interesse
agronômico dessas espécies vegetais. Estudos recentes têm se
dedicado à descrição de novas espécies de bactérias diazotróficas
(REIS et al., 2004; MOREIRA et al., 2006; PERIN et al., 2006) e
reclassificação de espécies descritas (MOULIN et al., 2001; CHEN et
al., 2005), caracterização de especificidade entre os pares, seleção de
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estirpes bacterianas eficientes (HUNGRIA et al., 2000; MARTINS et
al., 2003) e mecanismos de controle da nodulação (TIRICHINE et al.,
2006, 2007). Esses estudos colaboram para o maior entendimento das
associações entre plantas hospedeiras e bactérias diazotróficas, o que
resulta em um acúmulo de um background de conhecimento aplicável
à solução de problemas limitantes da eficiência da tecnologia de
inoculação.

Limitações à FBN
As limitações à FBN contribuem como um fator impeditivo do
estabelecimento de bactérias inoculadas em campos de cultivo,
reduzindo a eficácia da tecnologia de inoculação. Em ambientes
naturais, as limitações à FBN podem culminar com a redução de
produtividade dos ecossistemas, o que resulta em redução da taxa de
carbono fixado, um importante tópico da biogeoquímica em tempos de
aquecimento global. Nessa seção, serão discutidas algumas das
principais limitações à FBN nos agroecossistemas bem como alguns
resultados de pesquisa que colaboram para mitigar esses fatores
impeditivos.

Competitividade de Bactérias Nativas do Solo e
Promiscuidade
A seleção de estirpes de rizóbio para a fabricação de inoculantes deve
levar em consideração não apenas a eficiência das estirpes em fixar o
nitrogênio atmosférico, mas também a capacidade de competir com as
estirpes nativas do solo, sendo este fator um dos mais limitantes e que
contribui bastante para o insucesso da inoculação em condições de
campo. Dessa forma, a seleção deve indicar estirpes eficientes e
competitivas.

Segundo LUPWAYI et al. (2005) competitividade é a capacidade de
uma ou mais estirpes de rizóbio em crescer, sobreviver e colonizar os
sítios de nodulação em detrimento das outros rizóbios. Os sítios de
nodulação em leguminosas são os pontos pelos quais os rizóbios
infectam a planta hospedeira e começam a desenvolver o cordão de
infecção em direção ao córtex radicular. Esses sítios são os pelos
radiculares para a maioria das leguminosas de grão como a soja,
feijão e feijão-caupi, dentre outras; e são aberturas naturais como
feridas, fissuras geradas pela emissão de raízes e radicelas
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secundárias, para culturas como a do amendoim e de diversas
espécies arbóreas (HIRSCH & LARUE, 1997).

As estirpes de rizóbio competem pela ocupação dos sítios de infecção
e as bactérias mais competitivas tendem a ocupar uma maior
quantidade desses sítios e resultar em maior número de nódulos
formados. Geralmente os rizóbios nativos de um determinado solo
tendem a apresentar maior adaptação às condições edáficas
principalmente quando o solo apresenta alguma limitação como teor
elevado de metais ou baixo teor de matéria orgânica, devido à maior
pressão de seleção gerada pelo ambiente, selecionando organismos
altamente adaptados. Apesar das estirpes rizobianas do solo
apresentar elevada competitividade, essas bactérias apresentam baixa
eficiência simbiótica, ou seja, fixam muito pouco nitrogênio quando
formam nódulos.

Além da elevada capacidade competitiva das estirpes nativas, outro
fator importante deve ser considerado na ocupação nodular de
estirpes de rizóbio inoculadas: a promiscuidade das plantas
hospedeiras. As leguminosas são consideradas promíscuas quando
nodulam com um gama muito grande de estirpes rizobianas (PERRET
et al., 2000). Essas plantas não apresentam elevada especificidade
com estirpes rizobianas, sendo capazes, por esse motivo, de
estabelecer as associações com diversos rizóbios nativos do solo.
Diversas leguminosas de grão são consideradas promíscuas, dentre
elas podem ser destacadas o feijão (STRALIOTTO et al., 2002), o
feijão-caupi (RUMJANEK et al., 2005) e o amendoim (BORGES et al.,
2007). A presença de estirpes de rizóbio competitivas e de baixa
eficiência, além da promiscuidade das espécies cultivadas são dois
fatores importantes na redução da eficiência e do estabelecimento das
estirpes inoculadas.

Na Tabela 3, encontram-se resultados compilados de estudos que
avaliaram a capacidade competitiva de bactérias inoculadas e de
estirpes nativas do solo. Diversos estudos avaliaram a influência da
concentração de células rizobianas no solo na eficiência das estirpes
inoculadas. THIES et al. (1991) mostraram que o número reduzido de
células rizobianas no solo são capazes de ocupar grande parte dos
nódulos de oito leguminosas em condições de campo. Neste estudo,
as estirpes foram inoculadas com um número de células 106 de vezes
maior que as o número de células das estirpes nativas do solo e
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mesmo assim, ocuparam em média 50% dos nódulos. No mesmo
estudo, a ocupação nodular das estirpes inoculadas subiu para mais
de 80% quando a população nativa de rizóbio apresentou-se 108-109

vezes menor (Tabela 3). Esses resultados podem ser atribuídos não
somente à ineficiência das estirpes inoculadas, mas também à
promiscuidade de algumas espécies estudadas, como feijão, feijão-
caupi, leucena e amendoim.

As espécies mais promíscuas tendem a apresentar menor eficiência
na ocupação nodular de estirpes inoculadas. Estirpes inoculadas em
leucena apresentaram baixa eficiência se comparada com as estirpes
nativas do solo. A eficiência das estirpes noduladas foi maior quando o
foi utilizado o manejo da irrigação no sistema de produção (MOAWAD
& BOHLOOL, 1984). Resultados semelhantes foram encontrados
anteriormente (SINGLETON & TAVARES, 1986) (Tabela 3).

Em experimentos realizados com soja, McDERMOTT & GRAHAM
(1989) mostraram que duas estirpes recomendadas para esta cultura
apresentam baixa ocupação nodular na raiz principal (região da coroa)
e nas raízes secundárias em solo com população de rizóbio cem
vezes menor que a da estirpe inoculada (Tabela 3). Esse estudo
avaliou também que a eficiência do inoculante aplicado em diferentes
distâncias da semente, concluindo que a eficiência do inoculante
utilizado é inversamente proporcional à distância das células em
relação à semente.

Até mesmo estirpes altamente eficientes e recomendadas para a
produção de inoculantes podem apresentar nodulação precária,
quando inoculadas em condições nas quais a população de rizóbio do
solo é muito competitiva. A estirpe PRF 81 de R. tropici é uma estirpe
altamente eficiente e competitiva, recomendada para a cultura do
feijoeiro no Brasil. Esta estirpe apresentou nodulação muito baixa
quando inoculada em solo com população rizobiana não detectável
pelo método do número mais provável (RAPOSEIRAS et al., 2006). O
mesmo resultado foi observado para estirpes selecionadas em
ambientes áridos da África para espécies arbóreas de Acacia spp. em
solo com população rizobiana não detectável mas capaz de nodular
Acacia spp. Algumas estirpes inoculadas foram capazes de ocupar
apenas 50% dos nódulos (SARR & LESUEUR, 2007).
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Estirpes recomendadas para a cultura do amendoim também se
apresentaram ineficientes na ocupação nodular (>50%) em um
experimento realizado em um área com baixa população rizobiana
(CASTRO et al., 1999). O amendoim é uma espécie altamente
promíscua capaz de nodular com diversos rizóbios presentes no solo,
o que resulta na não recomendação técnica da prática da inoculação
desta cultura. BORGES et al. (2007) avaliaram a capacidade de
diferentes acessos dessa cultura em formar nódulos em dois tipos de
solo. Os resultados demonstraram que os nove acessos testados
apresentaram nodulação abundante em ambos os solos estudados,
porém a eficiência da FBN avaliada através da técnica da redução de
acetileno revelou que apenas cinco acessos destacaram-se na
atividade dos nódulos.

Estudos relacionados as bases genéticas e moleculares que regulam
a relação especificidade/promiscuidade dos pares simbiontes têm
auxiliado a elucidar os mecanismos envolvidos nessa relação. A
especificidade entre as plantas hospedeiras e as estirpes de rizóbio é
controlada por diversos mecanismos genéticos das plantas e da
bactéria, sendo que no primeiro momento são controlados por
exudados radiculares e bacterianos (PERRET et al., 2000). Os
flavonóides produzidos pelas leguminosas são as principais moléculas
envolvidas no reconhecimento da espécie vegetal pelas rizóbios.
Existem flavonóides que são exudados e reconhecidos por uma gama
muito grande de bactérias, enquanto outros são reconhecidos apenas
por poucas bactérias. Por outro lado, a produção de fatores “nod” por
bactérias é a segunda etapa da comunicação ente os pares
simbiontes. Esses fatores “nod” são resultado da expressão dos genes
nod e podem ser específicos ou ser reconhecidos por uma quantidade
muito grande de espécies vegetais, causando produção e
encurvamento dos de pêlos radiculares (HIRSCH et al., 2001) No
reconhecimento dessas moléculas (flavonóides pelas plantas
hospedeiras e fatores nod pelas bactérias) e na expressão dos genes
que regulam a sua síntese está a chave para o entendimento da
relação entre promiscuidade e especificidade dos pares simbiontes, o
que pode colaborar para o desenvolvimento de tecnologias para o
aumento da produção destas culturas.
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Tabela 3: Resultados de estudos avaliando a competitividade entre
estirpes de rizóbio inoculadas e estirpes nativas do solo

Nº Células
rizobianas
g-1 de solo

(ufc/g)

Nº Células
rizobianas g-1 de

inoculante
(ufc/g ou mL)

Ocupação
nodular (%) Cultura(s) estudada(s) Condições experimentais Técnica utilizada para

avaliar ON Referência

200 38,8-65 Feijão
31 74,2-87,6 Feijão

3480 67-86 Feijão-Caupi
1610

ND1

73-77 Amendoim

Experimentos em condições
de campo.

Resistência intrínseca
a antibióticos

KREMER &
PETERSON, 1982

0 100 Soja
6-100 79–94 Amendoim
6-100 88–100 P. lunatus
1-5800 57–96 Feijão-caupi

104 100 Feijão
3000

ND

76 Leucena

Experimentos em condições
de casa de vegetação. ELISA SINGLETON &

TAVARES, 1986

33±10 Experimento de campo.
Raiz principal.1,3x105 1,3 x 107

13±5
Soja Experimento de campo.

Raízes laterais.

ELISA McDERMOTT &
GRAHAM, 1989

0-66
Experimento de campo
conduzido em um latossolo
utilizando sistema irrigadoND >109

0-44

Leucena Experimento de campo
conduzido em um mollisol
sem sistema de irrigação

ELISA MOAWAD &
BOHLOOL, 1989

1-10 89
10-100 86
>100

4,03x108-3,16x109

53

Feijão, feijão-caupi,
leucena, alfafa,

amendoim, trevo, L.
tingeatus e P. lunatus

Experimento de campo ELISA com
imunofluorescência THIES et al., 1991

Aprox. 85
Experimento de Casa de
Vegetação. Avaliação aos
17 e 21 DAE>10 5x108

Aprox. 35

Feijão-comum Experimento de Casa de
Vegetação. Avaliação aos
30 DAE

Marcação com gene
gus

STREIT et al.,
1995

92±7,5 Experimento de campo.
Estirpe USDA 110.ND >109

88±11,6
Soja Experimento de campo.

Estirpe SSR 8.

ELISA com
imunofluorescência.

PALANIAPPAN et
al., 1997

ND >109 15-81 Soja
Experimentos de campo
utilizando dois cultivares de
soja.

ELISA com
imunofluorescência

HUNGRIA et al.,
1998

ND 1,8x106 por semente <50 Amendoim
Experimento de campo em
área nunca cultivada com
leguminosas

Resistência intrínseca
a antibióticos e ELISA

CASTRO et al.,
1999

9000–3x105 6x108–2x109 16,6–61,6 Trevo Experimento de Campo em
área cultivada com cevada. ERIC-PCR SVENNING et al.,

2001

104 >109 >10–100 Feijão-Caupi
Experimentos de campo em
área de sequeiro do semi-
árido nordestino.

ELISA MARTINS et al.,
2003

Não
detectável >109 0–100 Feijão

Experimento em área
anteriormente cultivada cm
milho e sorgo por 10 anos

PCR–RAPD e ELISA RAPOSEIRAS et
al., 2006

Não
detectável 109 50-100 Acacia spp.

Experimento de campo com
cultivares de Acacia spp. de
diferentes procedências

PCR-RFLP SARR &
LESUEUR, 2007

1ND: Não Determinado
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Principais Estresses Ambientais: temperatura, acidez e
déficit hídrico
Os estresses ambientais representam importantes fatores que
influenciam a eficiência da FBN. Diversas condições ambientais
podem ser consideradas limitantes à nodulação e a FBN. Fatores
como a acidez dos solos, as elevadas temperaturas e o déficit hídrico,
dentre outros, são fatores mais agravantes nas condições tropicais
(HUNGRIA & VARGAS, 2000). Na Tabela 4, encontram-se
sumarizadas alguns resultados na avaliação de condições
estressantes no desempenho dos parceiros.

Acidez do Solo
Os solos tropicais, em sua maioria, são constituídos de solos
originários de formações geológicas muito antigas. Por exemplo, a
maioria dos solos brasileiros são Latossolos ou Argissolos, solos bem
desenvolvidos, bastante profundos, com baixa fertilidade natural e
geralmente ácidos.

Na associação rizóbio–leguminosa, o microssimbionte é o parceiro
que mais é afetado pelo pH baixo dos solos, mas vale a pena ressaltar
que a tolerância à acidez do solo é diferenciada entre as espécies e
estirpes de rizóbio. A tolerância a acidez é uma importante
característica das estirpes de rizóbio, sendo esta característica
utilizada como classificatória das estirpes nas coleções de culturas.
Por exemplo, as estirpes que nodulam o feijoeiro são classificadas
como do tipo I e tipo II. As do tipo I são estirpes isoladas de nódulos
em feijoeiro e que têm especificidade relativamente restrita à essa
hospedeira, são mais sensíveis à acidez que estirpes do tipo II,
estirpes isoladas de nódulos de outras hospedeiras, como leucena, e
que nodulam o feijoeiro e não apresentam uma relação de
especificidade tão restrita entre a bactéria e a planta hospedeira
(MERCANTE et al., 1998).

A etapa mais sensível a acidez do solo em relação à nodulação do
rizóbio é a fase inicial da nodulação, incluindo a fase de exsudação de
flavonóides pela leguminosa e síntese dos fatores nod pela bactéria,
ou seja, a fase de comunicação química entre os parceiros (HUNGRIA
& VARGAS, 2000). Resultados experimentais mostraram que a
expressão dos gene nod de estirpes de rizóbio, induzida pela
exsudação radicular de soja e feijão, foi menor em pH 4,5 quando
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comparada com o pH 5,8 em condições controladas (HUNGRIA &
STACEY, 1997).

Estudos avaliando a produtividade de culturas em solos ácidos
mostraram redução da produtividade ao longo dos anos em cultivos
sucessivos nessas condições, concomitantemente com à queda da
população de rizóbio (WATKIN et al., 1997). Com a sobrevivência de
células rizobianas comprometida, existe a necessidade da re-
inoculação a cada plantio, para a manutenção da produtividade,
mesmo na presença de leguminosas ocupando a área ao longo do
ano (WATKIN et al., 2000). A acidez do solo além de ser prejudicial às
estirpes de rizóbio pelo baixo pH, outro fator importante associado é o
aumento da concentração de Al3+. Diversas estirpes de rizóbio são
sensíveis a concentrações medianas de alumínio trocável. Algumas
estirpes apresentaram crescimento em meio de cultura com 50 µM de
Al3+ e nodulação significativamente reduzida quando comparadas com
controles sem alumínio em solos com teores de alumínio trocável
relativamente baixo (WOOD et al., 1989). Outros estudos in vitro têm
demonstrado que o crescimento das estirpes de rizóbio em meios de
cultura com pHs mais ácidos também é menor (OLIVEIRA &
MAGALHÃES, 1999), ocorrendo também alteração do perfil protéico
(AARONS & GRAHAM, 1991) e atividade de enzimas como amilases
e enzimas proteolíticas (OLIVEIRA et al., 2006). As características
culturais e a produção síntese de exopolisacarídeos e fatores nod
também são alteradas quando células de rizóbio encontram-se
expostas a pHs mais ácidos (MORÓN et al., 2005). A alteração da
produção dos fatores nod reforça a sensibilidade dos primeiros passos
do estabelecimento da associação entre os pares simbiontes.

A resistência das estirpes de rizóbio à acidez está a capacidade da
manutenção do pH celular, mesmo com condições externas não
favoráveis. BALLEN et al. (1998) demonstraram que células de R.
tropici quando expostas a pHs mais ácidos sintetizam uma membrana
externa, e têm modificações citoplasmáticas. A morfologia celular pode
ser alterada quando as bactérias são expostas à condições
desfavoráveis (FENG et al., 2000). Anteriormente O’HARA et al.
(1989) demonstraram que estirpes de rizóbio que apresentam melhor
desempenho em solos ácidos, são estirpes que apresentam
mecanismos mais ajustados de controle do pH intracelular em
resposta ao pH externo.
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A resistência intrínseca a acidez, é um fator importante para a seleção
de estirpes para o cultivo em ambientes como o cerrado brasileiro,
cujos solos são bastante ácidos e apresentam elevados teores de
alumínio trocável.

Tabela 4: Avaliação de estresses ambientais no desempenho de
estirpes de rizóbio de diversas hospedeiras

Espécie Hospedeira Fator(es)
avaliado(s) Condições experimentais Resultados Referência

R. meliloti1 e R.
phaseoli2 Alfafa Acidez

Inoculação de estirpes de rizóbio
em solos com diferentes pHs e
incubação por 30 dias

As estirpes inoculadas em solo
com pH 4,8 apresentaram
aproximadamente sobrevivência
em média 1000 vezes menor.

LOWENDORF, et al.,
1981

Rhizobium trifolii T. repens
Acidez
Al3+

Inoculação de estirpes de rizóbio
em vasos com solo com
diferentes concentrações de
Alumínio trocável e diferentes
pHs

Plantas submetidas a pHs igual
ou inferior a 4,7 não nodularam e
não apresentaram pelos
radiculares

WOOD et al., 1984

Crescimento de 19 isolados em
meio de cultura com pH vaiando
entre 4,7 a 6,0.

A maioria das estirpes não
cresceu em pH mais baixo.

R. trifolii3 Trifolium sp. Acidez Experimento em casa de
vegetação utilizando solo com pH
4,1 e 5,2.

A FBN foi menor no tratamento
onde o pH do solo foi mais ácido

LINDSTRÖM &
MYLLYNIEMI, 1987

Acidez; Crescimento pouco menor que o
controleB. japonicum e R.

loti4 Lotus sp.
Al3+

Crescimento em meio líquido em
diferentes pHs e concentrações
de Al3+. Crescimento muito menor que o

controle

WOOD et al., 1988

R. ieguminosarum
bv phaseoli. Feijão Acidez

Experimento em casa de
vegetação em solos com pH
entre 4,5 e 6,0

Redução da nodulação e
competitividade de estirpes
inoculadas

VARGAS & GRAHAM,
1989

Bradyrhizobium
spp.

Cyamopsis
tetregonoloba
(L.)

Temperatura
Experimento em casa de
vegetação avaliando a eficiência
da FBN em função da
temperatura radicular

Plantas submetidas a
temperatura radicular de 40ºC
apresentaram FBN e nodulação
muito inferiores (menos de 50%)
se comparadas com plantas que
foram mantidas com a
temperatura radicular de 34ºC.

ARAYANGKOON et
al., 1990

R. ieguminosarum
bv phaseoli Feijão Acidez Crescimento em meios líquidos

com diferentes graus de acidez
Perfis protéicos diferenciados
entre as bactérias que crescerem
em meio mais ou menos ácido

AARONS & GRAHAM,
1991

Bradyrhizobium
spp. Amendoim Temperatura

Crescimento em de estirpes de
rizóbio em diferentes
temperaturas. Inoculação de
estirpes de rizóbio em condições
e casa de vegetação em
diferentes temperaturas.

Estirpes crescidas em
temperaturas mais elevadas
apresentaram um perfil protéico
diferenciado. As plantas mantidas
em temperaturas mais altas 40ºC
(contínuo ou diurnamente)
apresentaram menor nodulação
que as estirpes mantidas a
temperatura ambiente.

KISHINEVSKY et al.,
1992

R. ieguminosarum
bv phaseoli. Feijão Temperatura

Estirpes inoculadas em
condições de casa de vegetação
e crescimento vegetal em
diferentes temperaturas.

As plantas mantidas em 28ºC
apresentaram nodulação mais
abundante que as plantas
mantidas à temperaturas de 35
ou 38ºC.

HUNGRIA &
FRANCO, 1993
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Espécie Hospedeira Fator(es)
avaliado(s) Condições experimentais Resultados Referência

Rhizobium sp Feijão-caupi Estresse
Hídrico

Avaliação da nodulação em
condições irrigada e não irrigada
em cultivo no ambiente do semi-
árido.

As plantas que não receberam
irrigação apresentaram um
elevado percentual de
abortamento dos nódulos, o que
não foi observado em plantas que
receberam o tratamento irrigado.

FERREIRA et al.,
1994

Rhizobium spp. Feijão Temperatura Avaliação da FBN em diferentes
temperaturas

As plantas submetidas a 35 e
40ºC apresentaram eficiência da
FBN mais de 10 vezes menor que
as plantas submetidas a 28ºC.

MICHIELS et al., 1994

Rhizobium Alfafa Acidez
Avaliação da produtividade de
alfafa em solos com diferentes
faixas de pHs

Solos com faixas de pHs mais
ácidos apresentaram menor
quantidade de células rizobianas
e a produtividade da alfafa tendeu
a diminuir ao longo de 10 anos

KOOPMAN et al.,
1995

Rhizobium tropici e
Rhizobium etli Feijão Acidez

Avaliação do perfil de
lipopolisacarídeos de rizóbios
crescidos em diferentes pHs em

As estirpes de Rhizobium
crescidas em pH ácido (4,0)
apresentam diferente perfil de
lipopolisacarídeos diferentes das
estirpes crescidas em meios de
cultura mais neutros.

BALLEN et al., 1998

Rhizobium sp Leucena Estresse
hídrico

Avaliação da associação em
condições de deficiência hídrica

Plantas não irrigadas
apresentaram menor atividade da
nitrogenase aos 22 DAE e
anatomia do nódulo diferenciadas
devido à deficiência de água.

MREMA et al., 1997

R. leguminosarum
bv trifolii Alfafa Acidez

Avaliação da taxa de reprodução
de estirpes de rizóbio crescidas
em diferentes níveis de acidez

As estirpes crescidas em pHs
mais ácidos apresentaram
aumento no tempo de geração se
comparadas com aquelas que
foram crescidas em pH neutro.

WATKIN et al., 1997

Diversas Diversas Acidez
Crescimento de 31 estirpes em
meio YMA sólido com pHs 4,5 e
6,5.

Crescimento menos abundante
das estirpes com em meio com
pH mais baixo.

OLIVEIRA &
MAGALHÃES, 1999

R. leguminosarum
bv trifolii

Trifolium
subterraneum Acidez

Avaliação da nodulação e
produtividade em condições de
campo em solo ácido

Estirpes apresentaram baixa
persistência no solo, o que
resultou na menor produtividade
do trevo.

WATKIN et al., 2000

Rhizobium sp. Prosopis
juliflora

Temperatura;
Acidez;
Salinidade.

Crescimento de estirpes em
diferentes pHs, concentrações de
NaCl e temperaturas.

Os três fatores influenciam na
forma celular das bactérias.

KULKARNI &
NAUTIYAL, 2000

M. ciceri Grão de bico Salinidade
Crescimento do rizóbio em meio
YMA líquido com diferentes
concentrações de NaCl

Estirpes crescidas em meio com
maiores concentrações de NaCl
apresentaram diferentes perfis
protéicos e a exsudação de EPS
também é diferenciada.

SOUSSI et al., 2001

S. meliloti
Medicago
sativa. e M.
murex

Acidez
Avaliação da nodulação em
função da acidez do solo em
condições de campo

Ambas as espécies de Medicago,
responderam menos à inoculação
de estirpes de rizóbio, nos solos
mais ácidos

CHENG et al., 2002

Bradyrhizobium
spp. Soja Estresse

hídrico

Avaliação da nodulação e
eficiência da FBN em condições
de déficit hídrico em condições
de campo

O déficit hídrico reduz a
nodulação e a eficiência da FBN
em soja. Também há alteração no
conteúdo de carboidratos nos
nódulos de plantas submetidas a
esse estresse ambiental.

STREETER, 2003
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Espécie Hospedeira Fator(es)
avaliado(s) Condições experimentais Resultados Referência

Sinorhizobium
arboris Acacia senegal

Salinidade;
Estresse
hídrico

Estirpe crescida em meio com
diferentes concentrações de
NaCl. Bactérias inoculadas em
solo com inoculada solo com dói
níveis de umidade.

Estirpes bacterianas
apresentaram menor crescimento
meio de cultivo com maior
concentração de NaCl. Estirpes
inoculadas em solo com menor
umidade apresentaram menor
sobrevivência e nodulação. A
trealose e betaína diminuíram o
efeito dos estresses.

RÄSÄNEN et al., 2004

Rhizobium sp.
Sesbania
rostrata e
Neptunia plena

Estresse
hídrico

Crescimento das espécies
vegetais em meio hidropônico em
vasos Leonard.

No crescimento hidropônico as
plantas não apresentam pêlos
radiculares, ao contrário do
cultivo nem vasos de Leonard.
Em condições não hidropônicas o
fitormônio etileno inibe a infecção
através dos pelos radiculares

GOORMACHTIG et
al., 2004

Rhizobium tropici Feijão Acidez Estirpe CIAT 899 inoculada em
vasos estéreis em diferentes pHs

pH mais ácido induz fatores nod
diferentes daquele produzido no
pH médio no qual esta estirpe foi
isolada (5,5). A nodulação
também foi menos abundante
nesta condição.

MORÓN et al., 2005

Rhizobium spp. Feijão-caupi Estresse
hídrico

Inoculação de estirpes de rizóbio
em regimes hídricos limitado e
não limitado.

Estirpes inoculadas em condições
de estresse hídrico apresentam
menor nodulação e
competitividade.

KRASOVA-WADE et
al., 2006

Rhizobium tropici e
Ensifer meliloti bv.
mediterranense

Feijão Estresse
hídrico

Eficiência da nodulação de
estirpes inoculadas em condições
de estresse hídrico em casa de
vegetação e em campo

As plantas submetidas e estresse
hídrico, apresentaram nodulação
menos abundante e as estirpes
inoculadas apresentaram menor
ocupação nodular.

MINASRI et al., 2007

1Atualmente: Sinorhizobium (Ensifer) meliloti;    2Atualmente: R. leguminosarum bv phaseoli;   3 Atualmente: R. leguminosarum bv trifolii;     4
Atualmente: Mesorhizobium loti.

Temperaturas e Estresse Hídrico
As elevadas temperaturas são um dos fatores mais limitantes para
esse processo nos trópicos (LIE, 1981). Esse estresse ambiental é
ainda mais agravado quando combinado com condições de deficiência
hídrica, o que ocorre em diversas regiões tropicais, semi-áridas, áridas
e em processo de desertificação.

Esses dois fatores influenciam na eficiência do estabelecimento da
associação, ou seja, no período de comunicação entre os pares
simbiontes (VARGAS & HUNGRIA, 1997; KEYSER et al., 1997), mas
pode afetar a eficiência da FBN e a manutenção de nódulos durante
os estágios mais avançados, com a planta já nodulada e os
bacteróides ativos (STREETER, 2003; KRASOVA-WADE et al., 2006).

Em regiões que passam por períodos de estiagem muito grandes
ocorre drástica redução da população de rizóbios. Algumas estirpes
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com elevada competência saprofítica ainda são capazes de persistir,
porém com a ausência prolongada de plantas hospedeiras estas
estirpes também podem não persistir no solo. Estirpes de
Bradyrhizobium japonicum isoladas de Cajanus spp. inoculadas em
solos arenosos não foram capazes de sobreviver após um período de
estiagem, não persistindo até próxima estação agrícola (ORCHARD &
COOK, 1983). Porém em condições similares, estirpes isoladas de
ambientes áridos são detectadas no solo mais de um mês após a
inoculação das sementes (SHOUSHTARI & PEPPER, 1985).

A produtividade de plantas adaptadas a condições de secas e altas
temperaturas também é afetada por deficiência hídrica. O feijão caupi
que apresenta elevada tolerância à seca tem queda de produtividade e
redução da FBN quando submetido a condições limitantes de
disponibilidade hídrica na África (KRASOVA-WADE et al., 2006) e no
Brasil (FERREIRA et al., 1994). Os mesmos resultados foram
observados para leucena, uma espécie arbórea também resistente a
elevadas temperaturas, onde além de redução da FBN e menor
produtividade, a anatomia do nódulo apresentou-se diferenciada
(MREMA et al., 1997). Redução na produtividade e eficiência na FBN
também ocorre em culturas mais sensíveis como a soja (STREETER,
2003) e o feijão comum (MINASRI et al., 2007).

Alguns autores sugerem que a deficiência hídrica desencadeie uma
série de respostas fisiológicas e anatômicas nas plantas hospedeiras,
como diminuição da emissão de pêlos radiculares, descontinuidade da
síntese de leghemoglobina e abortamento dos nódulos
(GOORMACHTIG et al., 2004).

As elevadas temperaturas também são limitantes, mesmo quando não
há deficiência hídrica. Mais uma vez, todas as fazes da associação
são afetadas, com ênfase na fase inicial da formação de nódulos.
MERCANTE et al. (1998) demonstraram um pequeno percentual de
estirpes testadas e apresentaram eficiência no estabelecimento da
associação com feijão e leucena, quando submetidas à temperatura
de 40°C.

O estabelecimento da associação entre Rhizobium leguminosarum bv
phaseoli e o feijoeiro é afetado por aumento de 7°C na temperatura
(HUNGRIA & FRANCO 1993). Nas mesmas condições, plantas de
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feijoeiro podem ter a FBN dez vezes menor se comparadas com
plantas mantidas a temperaturas mais baixas (MICHIELS et al., 1994).

Parte da relativa ineficiência no estabelecimento das associações
rizóbio leguminosa em condições de temperaturas muito elevadas
pode estar associada a modificações fisiológicas e bioquímicas nos
pares simbiontes. Estirpes de rizóbio isolados de amendoim
apresentaram perfis protéicos diferenciados quando cultivadas em
meio de cultura em temperaturas em torno de 40°C. A ineficiência no
estabelecimento da associação foi demonstrada em condições de
casa de vegetação, para os pares submetidos a 40°C (KISHINEVSKY
et al., 1992). Essa alteração no perfil protéico provavelmente está
relacionada à síntese de proteínas de choque térmico, o que pode
resultar em diminuição da síntese de complexos enzimáticos
relacionados à FNB.

KULKARNI & NAUTIYAL (2000) também demonstraram que estirpes
de rizóbio cultivadas em temperaturas mais elevadas, apresentam
morfologia celular diferente daquelas cultivadas em temperatura
ambiente. Essas modificações celulares foram associadas
principalmente ao espessamento da parede celular, na tentativa de
formar uma barreira à perda de água.

Uma combinação desses estresses ambientais pode resultar em perda
da capacidade de nodular e fixar N em estirpes de menor estabilidade
genética. Isso foi relatado por HUNGRIA & ARAÚJO (1995), onde um
das estirpes então recomendadas para a fabricação de inoculantes
para o feijoeiro no Brasil, classificada como R. leguminosarum bv.
Phaseoli perdeu a capacidade a simbiótica após uma série de
experimentos de casa de vegetação e campo.

Estratégias Mitigadoras às Limitações à FBN

Desenvolvimento de Formulações de Inoculantes
Os inoculantes rizobianos são compostos por uma suspensão
bacteriana e por um substrato que serve como veículo dessas
bactérias para a semente. As bactérias são estirpes de rizóbio
selecionadas por um exaustivo trabalho de isolamento, caracterização
e avaliação agronômica de estirpes de rizóbio em diferentes regiões.
O veículo é composto por um substrato testado e que deve ter certas
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características para manutenção da viabilidade de células e ser
responsável em parte para a adequação do inoculante às exigências
legais de cada país.

Seleção de Estirpes Eficientes e Competitivas: o exemplo
do feijão comum e do feijão caupi no Brasil
A seleção de estirpes para ambientes estressantes como o cerrado ou
a região semi-árida é importante para a produção das culturas nesses
locais. Essa seleção deve considerar não apenas a eficiência
agronômica das estirpes, mas a sua tolerância aos estresses
ambientais das diferentes regiões do Brasil, como a tolerância a Al3+

para a região o cerrado e tolerância a secas e elevadas temperaturas,
para o semi-árido nordestino. Esses trabalhos têm culminado com a
recomendação de estirpes rizobianas para culturas como o feijão e o
feijão-caupi.

Os rizóbios nodulantes de feijão comum tem uma importante limitação
para a utilização extensiva de inoculantes, a instabilidade genética dos
isolados, culminando com a perda de plasmídeos e perda da
capacidade de nodulação quando armazenadas por muito tempo e
quando expostas a elevadas temperaturas no campo (HUNGRIA &
VARGAS, 2000). A seleção de estirpes resistentes a elevadas
temperaturas e com elevada estabilidade genética começou em 1991,
como isolamento e caracterização de estirpes de leucena capazes de
nodular e fixar grandes quantidades de nitrogênio em feijoeiro em
condições de elevada temperatura. Esses experimentos de inoculação
cruzada culminaram com a seleção da estirpe CIAT 899 de R. tropici,
(MARTINÉZ-ROMERO et al., 1991) uma das estirpes atualmente
recomendadas para a produção de inoculantes para a cultura do
feijoeiro no Brasil.

Outro estudo realizado no Estado do Paraná utilizou o feijoeiro como
planta isca para isolar rizóbios tolerantes a elevadas temperaturas e
culminou no isolamento da estirpe PRF 81, de elevada eficiência,
tolerância a elevadas temperaturas e capazes de nodular leucena,
resultando em produtividade de mais de 900 kg/ha (HUNGRIA et al.,
2000). Esta estirpe é recomendada para a produção de inoculantes
para a cultura do feijoeiro no Brasil desde 1998.
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O feijão-caupi tem três estirpes recomendadas para a produção de
inoculantes no Brasil, duas delas, as estirpes INPA3-11B e UFLA 3-84
foram selecionadas em um vasto estudo de seleção, caracterização e
avaliação da eficiência agronômica de estirpes isoladas da região
amazônica e do estado de Minas Gerais (LACERDA et al., 2004). A
outra estirpe BR 3267 foi isolada caracterizada e avaliada por
MARTINS et al. (2003) e realizados experimentos na região de
sequeiro do semi-árido nordestino. Essa estirpe tem comprovada
eficiência e desempenho quando inoculada ao feijão-caupi em
condições de pluviosidade muito baixa e temperaturas muito elevadas,
e sua recomendação definitiva para a produção de inoculantes ocorreu
em 2006.

Considerações Finais
O sucesso da aplicação de inoculantes de bactérias diazotróficas no
Brasil deve-se em grande parte a uma parceria entre a pesquisa e o
melhoramento vegetal principalmente no caso da soja. Os fatores
limitantes à nodulação e a seleção de estirpes mais eficientes e
competitivas gera uma economia de mais de quatro milhões de
dólares por ano pela substituição do fertilizante nitrogenado pelo
inoculante rizobiano. Infelizmente este sucesso não se estendeu a
outras leguminosas como o feijão. Hoje se preconiza a inoculação de
feijão caupi para o semi-árido mas apenas uma industria comercializa
este produto. Mesmo no caso da soja está ocorrendo uma redução na
venda do produto ao agricultor que hoje verifica que a soja onde ele
não aplicou o produto está nodulando com as estirpes nativas, que
são competitivas e suprem o N fertilizante de graça para a cultura. Um
esforço enorme será feito para continuar a sensibilizar o agricultor da
necessidade de garantir o rizóbio para o novo plantio. Mas muito se
tem a fazer para incorporar na cadeia produtiva de outras leguminosas
importantes para o país a utilização de estirpes selecionadas de
rizóbio. Neste ponto a pesquisa se faz necessária para recomendar
novas estirpes eficientes, capazes de competir com a biota nativa e
adaptada aos estresses ambientais e do solo.
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