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Apresentacao

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo, agua, ar, flora, fauna,
energia), de preservar e conservar a natureza sdo cada vez mais necessarias para a
sociedade moderna acarretando em uma busca constante por sistemas de produgao
agropecuarios apoiados em principios ecolédgicos e naturais.

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu atual plano diretor de
pesquisa (2008-2011), desenvolvimento e inovagdo com a seguinte missdo “gerar
conhecimentos e viabilizar tecnologias e inovagéo apoiados nos processos agrobioldgicos,
em beneficio de uma agricultura sustentavel para a sociedade brasileira”.

A série documentos n°® 252 intitulada “Algumas limitagdes a fixacdo bioldgica de nitrogénio
em leguminosas” lista e discute sobre alguns dos principais fatores bioticos e abi6ticos que
podem interferir na nodulagdo eficiente de plantas da familia das leguminosas quando
inoculadas com bactérias fixadoras de nitrogénio. Otimizar as condi¢des ambientais para
que os simbiontes possam expressar suas potencialidades passa por conhecer cada mais
os fatores limitantes da fixacdo biologica de nitrogénio e como eles podem ser
sobrepujados. A presente publicagao traz no seu conteudo informagdes relevantes para que
estudantes, técnicos, pesquisadores possam cada vez mais conhecer € se aproveitar
melhor da simbiose rizobio-leguminosas.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Algumas Limitacobes a Fixacao Biologica de
Nitrogénio em Leguminosas

Paulo Ivan Fernandes Junior
Veronica Massena Reis

Introducao

A fixacdo biolégica do Nitrogénio (FBN) € um processo natural que
consiste na reducdo do nitrogénio atmosférico (N,) a compostos
amoniacais (Equacao 1). Esse processo € catalisado pela nitrogenase,
um complexo enzimatico exclusivo de um grupo de procariotos
denominados diazotréficos (VESSEY et al., 2004; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

N, + 8H" 8 elétrons + 16 ATP NTROCENASE 5N+ H, + 16 ADP + 16Pi

Equacéo 1. Reacgéo de fixagdo de nitrogénio atmosférico a compostos amoniacais catalisado pela
enzima nitrogenase

Os diazotroficos apresentam uma elevada diversidade genética e
versatilidade metabdlica, essa diversidade reflete na forma com a qual
esses organismos vivem e distribuem-se nos diferentes ecossistemas,
ocupando diferentes nichos ecologico e habitats nesses ecossistemas.
A contribuicdo destes organismos no “input” de N nas teias
alimentares € muito grande, uma vez que a contribuicdo biolégica da
fixacdo do nitrogénio € muito maior que a contribuicdo ndo bioldgica
(natural ou antrépica) (Tabela 1).

Tabela 1. Estimativas da fixacdo de nitrogénio por diferentes
processos e em diferentes ambientes

Fonte de fixagao Quantidade fixada (10° kg N/ano)
Industrial (produgéo de fertilizantes) 65
Atmosférica e outros processos quimicos o1
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).



Com relacdo a atividade metabdlica os diazotroficos podem ser
aerobios (Rhizobium, Bradyrhizobium, Azospirillum, Burkholderia,
etc.), anaerdbios obrigatorios (Clostridium, etc.) ou anaerdbios
facultativos (Klebsiella spp.). Essa versatilidade metabdlica diversifica
a quantidade de ambientes que podem ter a presenga de organismos
diazotroficos, o que resulta em uma colaboracao dos diazotroficos no
“input” de N nas diversas cadeias alimentares.

A diversidade ecologica desses organismos resultou em diferentes
“‘estilos de vida” desses procariotos. Uma grande parte dessas
bactérias é de vida livre, ndo se associando a plantas ou a outros
organismos. Os diazotroficos de vida livre podem viver em ambientes
como o solo, aguas dulciculas e marinhas. Em contrapartida, existem
diazotroficos capazes de se associar a plantas de diferentes formas,
sendo que essas associagcdbes podem contribuir para o
desenvolvimento vegetal Tabela 2).

Tabela 2. Sumario das interagdes entre bactérias fixadoras de
nitrogénio e suas plantas hospedeiras.

Estilo de vida Interagdo ecoldgica com

L : Géneros Bacterianos Referéncias
das bactérias  plantas hospedeiras
Rhizobium, Bradyrhizobium, WILLENS (2006);
Associaces Mutualisticas- Sinorhizobium (Ensifer), Mesorhizobium, MOREIRA &
Rizébiosg Allorhizobium, Azorhizobium, SIQUEIRA, (2006);
Burkholderia, Cupriavidus, Devosia, BALANCHADAR et
o Methylobacterium, etc. al. (2007)
Associagédo oL
com plantas Assomggpes nao
mutualisticas - bactérias /i Herbaspirillum
diazotréficas ndo P ’ P ’ MOREIRA &
formadoras de nédulos ou Gluconacetobacter, Azotobacter, SIQUEIRA, (2006)
L Burholderia, Klebisiela, Anabaena, etc. ’
estruturas especiais em
plantas hospedeiras
CAPONE et al.
Vida livre - Nostoc, Trichodesmium, etc (2005), MOREIRA &

SIQUEIRA, (2006)

Plantas de diversos grupos como as bromeliaceas (MARTINEZ et al.,
2003), droseraceas (ALBINO et al., 2006) e principalmente Poaceas
(DOBEREINER, 1997) associam-se com bactérias diazotroficas de
diversos géneros. Essas bactérias sao denominadas de bactérias
associativas, uma vez que ndo ha a formacdo de ndodulos de



leguminosas que sao estruturas especializadas para realizar a fixacéo
biolégica de nitrogénio (FBN). As bactérias associativas estéo
presentes em diferentes tecidos do hospedeiro (como xilema,
protoxilema, parénquima lacunar e cortex radicular) em diferentes
orgaos (colmo, raizes e folhas). Essas associagdes sio tidas como
associacdes pouco especializadas, classificadas por alguns autores
(VESSEY et al., 2004), embora haja um controle genético refinado na
especificidade e eficiéncia entre os pares.

A associagao entre rizobios e leguminosas € o tipo de associagao
mais estudada devido a sua peculiaridade na capacidade de formacéao
de nddulos radiculares e devido a importancia agricola das espécies
dessa familia.

Com o desenvolvimento de ferramentas moleculares para estudos
filogenéticos a taxonomia das bactérias diazotréficas tem mudado nos
ultimos anos devido a inclusdo no grupo dos rizobios de bactérias
pertencentes a outras subclasses como Dbeta-proteobactérias
pertencentes aos géneros Burkholderia, Ralstonia, Methylobacteria,
etc (MOULIN et al., 2001; CHEN et al.,, 2001, 2005). Dessa forma,
alguns autores nao consideram adequada a continuidade da utilizagao
do termo rizébio, para designar as bactérias que formam nodulos em
leguminosas. MOREIRA & SIQUEIRA (2006) propdéem a utilizagdo do
termo “bactérias fixadoras de nitrogénio nodulantes em leguminosas”
(BFNNL) como um termo mais apropriado para denominar essas
bactérias. Porém a terminologia utilizada nessa revisdo sera a
terminologia tradicional utilizando a palavra “rizobio”, referindo aos
rizébios tradicionais de grupos nodulantes recentemente descritos.

Além da associacdo com leguminosas, ha outras associacbes que
envolvem bactérias formadoras de nodulos, sdo elas as associagdes
entre aos actinomicetos e Frankia, entre rizobios e Parasponia
(VESSEY et al., 2004) e entre cicadaceas e diversas bactérias, como
Nostoc e mais recentemente demonstrado com bactérias do género
Rhizobium (HUANG et al., 2007), porém essas associacdes sdo muito
pouco estudadas principalmente devido pouco ou nenhum interesse
agronbmico dessas espeécies vegetais. Estudos recentes tém se
dedicado a descricdo de novas espécies de bactérias diazotroficas
(REIS et al.,, 2004; MOREIRA et al., 2006; PERIN et al., 2006) e
reclassificacdo de espécies descritas (MOULIN et al., 2001; CHEN et
al., 2005), caracterizagao de especificidade entre os pares, selecao de
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estirpes bacterianas eficientes (HUNGRIA et al., 2000; MARTINS et
al., 2003) e mecanismos de controle da nodulacdo (TIRICHINE et al.,
2006, 2007). Esses estudos colaboram para o maior entendimento das
associagoes entre plantas hospedeiras e bactérias diazotréficas, o que
resulta em um acumulo de um background de conhecimento aplicavel
a solucdo de problemas limitantes da eficiéncia da tecnologia de
inoculagao.

Limitagcoes a FBN

As limitagdes a FBN contribuem como um fator impeditivo do
estabelecimento de bactérias inoculadas em campos de cultivo,
reduzindo a eficacia da tecnologia de inoculacdo. Em ambientes
naturais, as limitagdes a FBN podem culminar com a reducdo de
produtividade dos ecossistemas, o que resulta em redugao da taxa de
carbono fixado, um importante topico da biogeoquimica em tempos de
aquecimento global. Nessa secdo, serdo discutidas algumas das
principais limitacbes a 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 selecao de estirpes de rizobio para a fabricacdo de inoculantes deve
levar em consideragdo ndo apenas a eficiéncia das estirpes em fixar o
nitrogénio 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 inoculagdo em condi¢cbes de
campo. Dessa forma, a selecdo deve indicar estirpes eficientes e
competitivas.

Segundo LUPWAYI et al. (2005) competitividade € a capacidade de
uma ou mais estirpes de rizobio em crescer, sobreviver e colonizar os
sitios de nodulacdo em detrimento das outros rizobios. Os sitios de
nodulagdo em leguminosas sao os pontos pelos quais os rizobios
infectam a planta hospedeira e comecam a desenvolver o corddo de
infeccdo em direcdo ao coértex radicular. Esses sitios sdo os pelos
radiculares para a maioria das leguminosas de grdo como a soja,
feijao e feijdo-caupi, dentre outras; e sdo aberturas naturais como
feridas, fissuras geradas pela emissdo de raizes e radicelas
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secundarias, para culturas como a do amendoim e de diversas
espécies arboéreas (HIRSCH & LARUE, 1997).

As estirpes de rizdbio competem pela ocupacao dos sitios de infeccéo
e as bactérias mais competitivas tendem a ocupar uma maior
quantidade desses sitios e resultar em maior numero de noédulos
formados. Geralmente os rizébios nativos de um determinado solo
tendem a apresentar maior adaptacdo as condicbes edaficas
principalmente quando o solo apresenta alguma limitagdo como teor
elevado de metais ou baixo teor de matéria organica, devido a maior
pressao de selegao gerada pelo ambiente, selecionando organismos
altamente adaptados. Apesar das estirpes rizobianas do solo
apresentar elevada competitividade, essas bactérias apresentam baixa
eficiéncia simbibtica, ou seja, fixam muito pouco nitrogénio quando
formam nédulos.

Além da elevada capacidade competitiva das estirpes nativas, outro
fator importante deve ser considerado na ocupag¢do nodular de
estirpes de rizdébio inoculadas: a promiscuidade das plantas
hospedeiras. As leguminosas sao consideradas promiscuas quando
nodulam com um gama muito grande de estirpes rizobianas (PERRET
et al.,, 2000). Essas plantas ndo apresentam elevada especificidade
com estirpes rizobianas, sendo capazes, por esse motivo, de
estabelecer as associacbes com diversos rizobios nativos do solo.
Diversas leguminosas de grao sao consideradas promiscuas, dentre
elas podem ser destacadas o feijdo (STRALIOTTO et al.,, 2002), o
feijao-caupi (RUMJANEK et al., 2005) e o amendoim (BORGES et al.,
2007). A presenca de estirpes de rizobio competitivas e de baixa
eficiéncia, além da promiscuidade das espécies cultivadas sdo dois
fatores importantes na reducéo da eficiéncia 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 influéncia da
concentracdo de células rizobianas no solo na eficiéncia das estirpes
inoculadas. THIES et al. (1991) mostraram que o numero reduzido de
células rizobianas no solo sdo capazes de ocupar grande parte dos
nodulos de oito leguminosas em condi¢gbes de campo. Neste estudo,
as estirpes foram inoculadas com um ndmero de células 10° de vezes
maior que as o numero de ceélulas das estirpes nativas do solo e
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mesmo assim, ocuparam em meédia 50% dos ndédulos. No mesmo
estudo, a ocupacao nodular das estirpes inoculadas subiu para mais
de 80% quando a populagdo nativa de rizébio apresentou-se 10%-10°
vezes menor (Tabela 3). Esses resultados podem ser atribuidos nao
somente a ineficiéncia das estirpes inoculadas, mas também a
promiscuidade de algumas espécies estudadas, como feijao, feijao-
caupi, leucena e amendoim.

As espécies mais promiscuas tendem a apresentar menor eficiéncia
na ocupacao nodular de estirpes inoculadas. Estirpes inoculadas em
leucena apresentaram baixa eficiéncia se comparada com as estirpes
nativas do solo. A eficiéncia das estirpes noduladas foi maior quando o
foi utilizado o manejo da irrigagao no sistema de produgao (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 ocupacao nodular na raiz principal (regido da coroa)
e nas raizes secundarias em solo com populacdo de rizébio cem
vezes menor que a da estirpe inoculada (Tabela 3). Esse estudo
avaliou também que a eficiéncia do inoculante aplicado em diferentes
distancias da semente, concluindo que a eficiéncia do inoculante
utilizado é inversamente proporcional a distancia das células em
relacao a semente.

Até mesmo estirpes altamente eficientes e recomendadas para a
producdo de inoculantes podem apresentar nodulagcdo precaria,
quando inoculadas em condi¢des nas quais a populacéo de rizébio do
solo é muito competitiva. A estirpe PRF 81 de R. tropici € uma estirpe
altamente eficiente e competitiva, recomendada para a cultura do
feijoeiro no Brasil. Esta estirpe apresentou nodulacdo muito baixa
quando inoculada em solo com populacao rizobiana nao detectavel
pelo método do numero mais provavel (RAPOSEIRAS et al., 2006). O
mesmo resultado foi observado para estirpes selecionadas em
ambientes aridos da Africa para espécies arboreas de Acacia spp. em
solo com populagdo rizobiana nado detectavel mas capaz de nodular
Acacia spp. Algumas estirpes inoculadas foram capazes de ocupar
apenas 50% dos nodulos (SARR & LESUEUR, 2007).
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Estirpes recomendadas para a cultura do amendoim também se
apresentaram ineficientes na ocupacdo nodular (>50%) em um
experimento realizado em um area com baixa populacao rizobiana
(CASTRO et al., 1999). O amendoim é uma espécie altamente
promiscua capaz de nodular com diversos rizobios presentes no solo,
o que resulta na nao recomendacio técnica da pratica da inoculagao
desta cultura. BORGES et al. (2007) avaliaram a capacidade de
diferentes acessos dessa cultura em formar nédulos em dois tipos de
solo. Os resultados demonstraram que os nove acessos testados
apresentaram nodulagcao abundante em ambos os solos estudados,
porém a eficiéncia da FBN avaliada através da técnica da reducao de
acetileno revelou que apenas cinco acessos destacaram-se na
atividade dos nddulos.

Estudos relacionados as bases genéticas e moleculares que regulam
a relacao especificidade/promiscuidade dos pares simbiontes tém
auxiliado a elucidar os mecanismos envolvidos nessa relacdo. A
especificidade entre as plantas hospedeiras e as estirpes de rizobio é
controlada por diversos mecanismos genéticos das plantas e da
bactéria, sendo que no primeiro momento sdo controlados por
exudados radiculares e bacterianos (PERRET et al.,, 2000). Os
flavondides produzidos pelas leguminosas sdo as principais moléculas
envolvidas no reconhecimento da espécie vegetal pelas rizobios.
Existem flavonoides que sdo exudados e reconhecidos por uma gama
muito grande de bactérias, enquanto outros sao reconhecidos apenas
por poucas bactérias. Por outro lado, a producao de fatores “nod” por
bactérias € a segunda etapa da comunicacdo ente o0s pares
simbiontes. Esses fatores “nod” sdo resultado da expressao dos genes
nod e podem ser especificos ou ser reconhecidos por uma quantidade
muito grande de espécies vegetais, causando producdo e
encurvamento dos de pélos radiculares (HIRSCH et al., 2001) No
reconhecimento dessas moléculas (flavondides pelas plantas
hospedeiras e fatores nod pelas bactérias) e na expressédo dos genes
que regulam a sua sintese esta a chave para o entendimento da
relacdo entre promiscuidade e especificidade dos pares simbiontes, o
que pode colaborar para o desenvolvimento de tecnologias para o
aumento da producgao destas culturas.
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Tabela 3: Resultados de estudos avaliando a competitividade entre
estirpes de rizdbio inoculadas e estirpes nativas do solo

N° Células N° Células
rizobianas  rizobianas g de  Ocupagdo - . . Técnica utilizada para _—
o' de solo inoculante nodular (%) Cultura(s) estudada(s)  Condigdes experimentais avaliar ON Referéncia
(ufclg) (ufc/g ou mL)
200 38,8-65 Feijdo
31 ND' 74,2-87,6 Feijao Experimentos em condi¢des Resisténcia intrinseca KREMER &
3480 67-86 Feij&o-Caupi de campo. a antibioticos PETERSON, 1982
1610 73-77 Amendoim
0 100 Soja
6-100 79-94 Amendoim
6-100 ND 88-100 P. lunatus Experimentos em condigdes ELISA SINGLETON &
1-5800 57-96 Feijao-caupi de casa de vegetagao. TAVARES, 1986
104 100 Feijdo
3000 76 Leucena
33£10 E):ze S:rfc?rt;lde e McDERMOTT &
. . cl
1,3x105 1,3x107 ELISA
3x10 3x10 1345 Soja Experimento de campo. S GRAHAM, 1989
B Raizes lateralis.
Experimento de campo
0-66 conduzido em um latossolo
utilizando sistema irrigado MOAWAD &
>109
ND 10 Leucena Experimento de campo ELISA BoHLoOL, 1989
0-44 conduzido em um mollisol
sem sistema de irrigacdo
1-10 89 Feijdo, feijao-caupi,
10100 403¢108316x10° 86 leucena, alfafa, ¢ cimentodecampo . EHISACOM qiues et al 1991
amendoim, trevo, L. imunofluorescéncia
>100 53 tingeatus e P. lunatus
Experimento de Casa de
Aprox. 85 Vegetag&o. Avaliagdo aos
on 17 ¢ 21 DAE Marcagdo com gene STREIT et al.
> 8 - '
10 510 Feijao-comum Experimento de Casa de gus 1995
Aprox. 35 Vegetagdo. Avaliagdo aos
30 DAE
90475 Experimento de campo.
ND 109 o Soia Estirpe USDA 110. ELISA com PALANIAPPAN et
884116 ) Experimento de campo. imunofluorescéncia. al., 1997
- Estirpe SSR 8.
Experimentos de campo
ND >109 15-81 Soja utilizando dois cultivares de . ELISA com HUNGRIA etal.
soja imunofluorescéncia 1998
Experimento de campo em A
. . . Resisténcia intrinseca CASTRO et al.
6 y
ND 1,8x106 por semente <50 Amendoim area nunca cultivada com 3 antibioticos e ELISA 1999
leguminosas
9000-3x105  Bx108-2x10°  16,6-616 Trevo Experimento de Campoem  ppic o SVENNNGetal,
area cultivada com cevada. 2001
Experimentos de campo em
104 >10° >10-100 Feijdo-Caupi area de sequeiro do semi- ELISA gA&F;TlNS tal,
arido nordestino.
x Experimento em area
Nao 5109 0-100 Feijgo anteriormente cultivada cm  PCR-RAPD e ELISA AT OSEIRAS et
detectavel . al., 2006
milho e sorgo por 10 anos
x Experimento de campo com
Nao 9 ) ; : SARR &
detectavel 10 50-100 Acacia spp. cultivares de Acacia spp. de PCR-RFLP LESUEUR, 2007

diferentes procedéncias

ND: N&o Determinado
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Principais Estresses Ambientais: temperatura, acidez e
déficit hidrico

Os estresses ambientais representam importantes fatores que
influenciam a eficiéncia da FBN. Diversas condicdes ambientais
podem ser consideradas limitantes a nodulacdo e a FBN. Fatores
como a acidez dos solos, as elevadas temperaturas e o déficit hidrico,
dentre outros, sdo fatores mais agravantes nas condi¢des tropicais
(HUNGRIA & VARGAS, 2000). Na Tabela 4, encontram-se
sumarizadas alguns resultados na avaliagdo de condigbes
estressantes no desempenho dos parceiros.

Acidez do Solo

Os solos tropicais, em sua maioria, sdo constituidos de solos
originarios de formacdes geoldgicas muito antigas. Por exemplo, a
maioria dos solos brasileiros sao Latossolos ou Argissolos, solos bem
desenvolvidos, bastante profundos, com baixa fertilidade natural e
geralmente acidos.

Na associacao rizobio—leguminosa, o microssimbionte € o parceiro
que mais ¢é afetado pelo pH baixo dos solos, mas vale a pena ressaltar
que a tolerancia a acidez do solo é diferenciada entre as espécies e
estirpes de rizobio. A tolerancia a acidez € uma importante
caracteristica das estirpes de rizobio, sendo esta caracteristica
utilizada como classificatéria das estirpes nas colecbes de culturas.
Por exemplo, as estirpes que nodulam o feijoeiro sdo classificadas
como do tipo | e tipo Il. As do tipo | s&o estirpes isoladas de ndédulos
em feijoeiro e que tém especificidade relativamente restrita a essa
hospedeira, sdo mais sensiveis a acidez que estirpes do tipo I,
estirpes isoladas de nddulos de outras hospedeiras, como leucena, e
que nodulam o feijoeiro e nao apresentam uma relacdo de
especificidade tao restrita entre a bactéria e a planta hospedeira
(MERCANTE et al., 1998).

A etapa mais sensivel a acidez do solo em relagdo a nodulacao do
rizébio é a fase inicial da nodulacao, incluindo a fase de exsudacao de
flavondides pela leguminosa e sintese dos fatores nod pela bactéria,
ou seja, a fase de comunicagédo quimica entre os parceiros (HUNGRIA
& VARGAS, 2000). Resultados experimentais mostraram que a
expressao dos gene nod de estirpes de rizébio, induzida pela
exsudacao radicular de soja e feijao, foi menor em pH 4,5 quando
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comparada com o pH 5,8 em condicdes controladas (HUNGRIA &
STACEY, 1997).

Estudos avaliando a produtividade de culturas em solos acidos
mostraram reducido da produtividade ao longo dos anos em cultivos
sucessivos nessas condi¢cdes, concomitantemente com a queda da
populagao de rizobio (WATKIN et al.,, 1997). Com a sobrevivéncia de
células rizobianas comprometida, existe a necessidade da re-
inoculagao a cada plantio, para a manutencdo da produtividade,
mesmo na presenca de leguminosas ocupando a area ao longo do
ano (WATKIN et al., 2000). A acidez do solo além de ser prejudicial as
estirpes de rizébio pelo baixo pH, outro fator importante associado € o
aumento da concentragdo de AI**. Diversas estirpes de rizébio sdo
sensiveis a concentragcdes medianas de aluminio trocavel. Algumas
estirpes apresentaram crescimento em meio de cultura com 50 uM de
AP’* e nodulagdo significativamente reduzida quando comparadas com
controles sem aluminio em solos com teores de aluminio trocavel
relativamente baixo (WOQD et al., 1989). Outros estudos in vitro tém
demonstrado que o crescimento das estirpes de rizébio em meios de
cultura com pHs mais acidos também €& menor (OLIVEIRA &
MAGALHAES, 1999), ocorrendo também alteracdo do perfil protéico
(AARONS & GRAHAM, 1991) e atividade de enzimas como amilases
e enzimas proteoliticas (OLIVEIRA et al.,, 2006). As caracteristicas
culturais e a produgdo sintese de exopolisacarideos e fatores nod
também sao alteradas quando células de rizdbio encontram-se
expostas a pHs mais acidos (MORON et al., 2005). A alteracdo da
producio dos fatores nod reforga a sensibilidade dos primeiros passos
do estabelecimento da associacao entre os pares simbiontes.

A resisténcia das estirpes de rizobio a acidez esta a capacidade da
manutencdo do pH celular, mesmo com condicbes externas nao
favoraveis. BALLEN et al. (1998) demonstraram que células de R.
tropici quando expostas a pHs mais acidos sintetizam uma membrana
externa, e tém modificagdes citoplasmaticas. A morfologia celular pode
ser alterada quando as bactérias sdo expostas a condicbes
desfavoraveis (FENG et al., 2000). Anteriormente O’HARA et al.
(1989) demonstraram que estirpes de rizobio que apresentam melhor
desempenho em solos acidos, sao estirpes que apresentam
mecanismos mais ajustados de controle do pH intracelular em
resposta ao pH externo.
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A resisténcia intrinseca a acidez, € um fator importante para a selecéo
de estirpes para o cultivo em ambientes como o cerrado brasileiro,
cujos solos sao bastante acidos e apresentam elevados teores de
aluminio trocavel.

Tabela 4: Avaliacdo de estresses ambientais no desempenho de
estirpes de rizobio de diversas hospedeiras

Fator(es)

Espécie Hospedeira .\ aliado(s)

Condigdes experimentais Resultados Referéncia

As estirpes inoculadas em solo

com pH 4,8 apresentaram LOWENDOREF, et al.,
aproximadamente sobrevivéncia 1981

em média 1000 vezes menor.

Inoculagao de estirpes de rizdbio
Alfafa Acidez em solos com diferentes pHs e
incubagao por 30 dias

R. meliloti’ e R.
phaseoli?

Inoculagao de estirpes de rizdbio
Acidez em vasos com solo com
diferentes concentragdes de

Plantas submetidas a pHs igual

ou inferior a 4,7 ndo nodularam e

Rhizobium trifolii - T. repens WOOD et al., 1984

3+ 5
Al Aluminio trocavel e diferentes na(? a;ljresentaram pelos
oHs radiculares
Crescimento de 19 isolados em - . x
i ) A maioria das estirpes ndo
meio de cultura com pH vaiando cresceu em pH mais baixo
tre 4,7 a 6,0. ' o
R.trifolii Trifollumsp.  Acidez entre,fas, LINDSTROM &
Experimento em casa de A FBN foi menor no tratamento MYLLYNIEMI, 1987
vegetacdo utilizando solo com pH q H do solo foi mais 4cid
41652 onde o pH do solo foi mais &cido
A Acidez; Crescimento em meio liquido em Crescimento polico menor que o
B. japonicum e R. . M controle
" Lotus sp. diferentes pHs e concentragdes . ) WOOD et al., 1988
loti A de A Crescimento muito menor que o
' controle
. ) Experimento em casa de Reducéo da nodulacéo e
I;V Ieﬁausn;lonl?sarum Feijgo Acidez vegetacdo em solos com pH competitividade de estirpes YQAS%GAS & GRAHAM,
p ' entre 4,5e 6,0 inoculadas
Plantas submetidas a
Experimento em casa de temperatura radicular de 40°C
Bradyrhizobium Cyamopsis vegetagao avaliando a eficiéncia apre sgntar.am FBN e nodulagio ARAYANGKOON et
tetregonoloba  Temperatura ~ muito inferiores (menos de 50%)
spp. da FBN em fungéo da al.,, 1990
(L) temperatura radicular se comparadas com plantas que
foram mantidas com a
temperatura radicular de 34°C.
R. ieguminosarum Feiidio Acidez Crescimento em meios liquidos Er?trrr:apsr?:lc?g;;slfeLinglrzgf:):rem AARONS & GRAHAM,
bv phaseoli I com diferentes graus de acidez C g L 1991
em meio mais ou menos acido
Estirpes crescidas em
. . temperaturas mais elevadas
Crescimento em de estirpes de il -
rizébio em diferentes a.p])cresenltaram um pert protelgo
Bradyrhizobium . temperaturas. Inoculagéo de diferenciado. As plan't as mantldoas KISHINEVSKY et al.,
Amendoim Temperatura .. . - . em temperaturas mais altas 40°C
spp. estirpes de rizobio em condi¢des p . 1992
e casa de vegetagao em (continuo ou diurnamente) )
diferentes temperaturas apresentaram menor nodulagéo
P ' que as estirpes mantidas a
temperatura ambiente.
Estirpes inoculadas em As plantas mantidas em 28°C
R. ieguminosarum condi¢des de casa de vegetacdo apresentaram nodulagdo mais HUNGRIA &

Feijao Temperatura abundante que as plantas
mantidas & temperaturas de 35

ou 38°C.

bv phaseoli. e crescimento vegetal em FRANCO, 1993

diferentes temperaturas.
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Fator(es)

Espécie Hospedeira . Condigdes experimentais Resultados Referéncia
avaliado(s)
As plantas que n&o receberam
Avaliagéo da nodulagéo em irrigag&o apresentaram um
Rhizobium's Feii50-caupi Estresse condigOes irrigada e ndo irrigada  elevado percentual de FERREIRA et al,
P I P Hidrico em cultivo no ambiente do semi- abortamento dos nodulos, o que 1994
arido. nao foi observado em plantas que
receberam o tratamento irrigado.
As plantas submetidas a 35 e
Rhizobium spp. Fejjao Temperatura Avaliagdo da FBN em diferentes 40°C apresentaram eficiéncia da MICHIELS et al,, 1994
temperaturas FBN mais de 10 vezes menor que
as plantas submetidas a 28°C.
Solos com faixas de pHs mais
Avaliagdo da produtividade de  &cidos apresentaram menor KOOPMAN et al
Rhizobium Alfafa Acidez alfafa em solos com diferentes  quantidade de células rizobianas N
. - 1995
faixas de pHs e a produtividade da alfafa tendeu
a diminuir ao longo de 10 anos
As estirpes de Rhizobium
I ) crescidas em pH acido (4,0)
. . Avaliagéo do perfil de . 4
Rhizobium fropicie .z Acidez lipopolisacarideos de rizébios  2Presentam diferente perfil de )| En et 41 1908
Rhizobium etli . : lipopolisacarideos diferentes das
crescidos em diferentes pHs em . . .
estirpes crescidas em meios de
cultura mais neutros.
Plantas nao irrigadas
Estresse Avaliagédo da associagdo em apresentaram menor atividade da
Rhizobium sp Leucena L . % e ¢ L nitrogenase aos 22 DAE e MREMA et al., 1997
hidrico condicdes de deficiéncia hidrica . j . .
anatomia do nédulo diferenciadas
devido a deficiéncia de agua.
As estirpes crescidas em pHs
R lequminosarum Avaliagdo da taxa de reprodugdo mais acidos apresentaram
b\} tri?olii Alfafa Acidez de estirpes de rizobio crescidas  aumento no tempo de geragdo se WATKIN et al., 1997
em diferentes niveis de acidez ~ comparadas com aquelas que
foram crescidas em pH neutro.
Crescimento de 31 estirpes em  Crescimento menos abundante OLIVEIRA &
Diversas Diversas Acidez meio YMA sélido compHs 4,5e das es.tlrpes. €Om em Meio Com \n <) 1 AES, 1999
6,5. pH mais baixo.
. x Estirpes apresentaram baixa
R. leguminosarum  Trifolium Avaliagao da nodulagao e persisténcia no solo, o que
I Acidez produtividade em condicdes de ’ L WATKIN et al., 2000
bv trifolii subterraneum - resultou na menor produtividade
campo em solo &cido
do trevo.
Temperatura; i i
Rhizobium s Prosopis Aci dEZ' g;gfgér&intigec%sgggﬁfr:maes de Os trés fatores influenciam na KULKARNI &
- julifiora aez; Pris, ¢ forma celular das bactérias. NAUTIYAL, 2000
Salinidade.  NaCl e temperaturas.
Estirpes crescidas em meio com
Crescimento do rizébio em meio  maiores concentragdes de NaCl
M. ciceri Gréo de bico  Salinidade ~ YMA liquido com diferentes apresentaram diferentes perfis ~ SOUSSI et al., 2001
concentragdes de NaCl protéicos e a exsudagdo de EPS
também é diferenciada.
Medicago Avaliagdo da nodulagdo em ':‘er:bsﬁ daes;aenip:;gszsdée i'\:gg:ﬁ:ggc‘)
S. meliloti sativa.e M. Acidez fungéo da acidez do solo em por o 540 CHENG et al., 2002
e de estirpes de rizébio, nos solos
murex condi¢des de campo S
mais acidos
O déficit hidrico reduz a
Avaliagdo da nodulagéo e nodulagdo e a eficiéncia da FBN
Bradyrhizobium Soja E§tr¢sse eﬁme’n.c[a d’a EBN em con.dlgoes em soja. Também ha alteragéo no STREETER, 2003
Sspp. hidrico de déficit hidrico em condiges  contetdo de carboidratos nos

de campo

nddulos de plantas submetidas a
esse estresse ambiental.
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Fator(es)

Espécie Hospedeira . Condigdes experimentais Resultados Referéncia
avaliado(s)
Estirpes bacterianas
apresentaram menor crescimento
Estirpe crescida em meio com  meio de cultivo com maior
Sinorhizobium ' Salinidade;  diferentes gopcgntragées de concentragdo de NaCl. Estipes
arboris Acacia senegal Estresse NaCl. Bactérias inoculadas em  inoculadas em solo com menor ~ RASANEN et al., 2004
hidrico solo com inoculada solo com déi  umidade apresentaram menor
niveis de umidade. sobrevivéncia e nodulagdo. A
trealose e betaina diminuiram o
efeito dos estresses.
No crescimento hidropdnico as
plantas néo apresentam pélos
o Sesbania Estresse Crescimento da§ es_pécie§ ‘ radi.culares, ao contrario do GOORMACHTIG et
Rhizobium sp. rostrata e hidri vegetais em meio hidropdnico em cultivo nem vasos de Leonard.
. idrico . . n al., 2004
Neptunia plena vasos Leonard. Em condigdes néo hidropdnicas o
fitormdnio etileno inibe a infecgéo
através dos pelos radiculares
pH mais acido induz fatores nod
diferentes daquele produzido no
Rhizobium tropici  Feijao Acidez Estirpe CIAT 899 inoculada em  pH médio no qual esta estirpe foi MORON et al., 2005

vasos estéreis em diferentes pHs isolada (5,5). A nodulag&o
também foi menos abundante
nesta condig&o.

Inoculagio de estirpes de rizobio Estirpes inoculadas em condigdes KRASOVA-WADE et

Rhizobium spp.  Feijéo-caupi Estresse em regimes hidricos limitado e de estresse hidrico apresentam al., 2006
hidrico X o menor nodulagéo e
n&o limitado. e
competitividade.

As plantas submetidas e estresse
Rhizobium ropicie Estresse estirpes inoculadas em condigdes hidrico, apresentaram nodulagao  \yNASR| et al., 2007
Ensifer melilotibv. Feijao e o menos abundante e as estirpes

hidrico de estresse hidrico em casa de

mediterranense N inoculadas apresentaram menor
vegetagao e em campo x
ocupagéo nodular.

Eficiéncia da nodulagéo de

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

Temperaturas e Estresse Hidrico

As elevadas temperaturas sdo um dos fatores mais limitantes para
esse processo nos tropicos (LIE, 1981). Esse estresse ambiental &
ainda mais agravado quando combinado com condi¢cdes de deficiéncia
hidrica, o que ocorre em diversas regides tropicais, semi-aridas, aridas
e em processo de desertificacio.

Esses dois fatores influenciam na eficiéncia do estabelecimento da
associagcio, ou seja, no periodo de comunicagdo entre os pares
simbiontes (VARGAS & HUNGRIA, 1997; KEYSER et al., 1997), mas
pode afetar a eficiéncia da FBN e a manutencdo de ndédulos durante
os estagios mais avancados, com a planta ja nodulada e os
bacterdides ativos (STREETER, 2003; KRASOVA-WADE et al., 2006).

Em regides que passam por periodos de estiagem muito grandes
ocorre drastica reducao da populagdo de rizobios. Algumas estirpes
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com elevada competéncia saprofitica ainda sao capazes de persistir,
porém com a auséncia prolongada de plantas hospedeiras estas
estirpes também podem nao persistir no solo. Estirpes de
Bradyrhizobium japonicum isoladas de Cajanus spp. inoculadas em
solos arenosos nao foram capazes de sobreviver apos um periodo de
estiagem, n&o persistindo até proxima estagcédo agricola (ORCHARD &
COOK, 1983). Porém em condicdes similares, estirpes isoladas de
ambientes aridos sao detectadas no solo mais de um més apods a
inoculacao das sementes (SHOUSHTARI & PEPPER, 1985).

A produtividade de plantas adaptadas a condicOes de secas e altas
temperaturas também é afetada por deficiéncia hidrica. O feijao caupi
que apresenta elevada tolerancia a seca tem queda de produtividade e
reducdo da FBN quando submetido a condi¢gdes limitantes de
disponibilidade hidrica na Africa (KRASOVA-WADE et al., 2006) e no
Brasil (FERREIRA et al., 1994). Os mesmos resultados foram
observados para leucena, uma espécie arborea também resistente a
elevadas temperaturas, onde além de reducao da FBN e menor
produtividade, a anatomia do ndédulo apresentou-se diferenciada
(MREMA et al., 1997). Reducao na produtividade e eficiéncia na FBN
também ocorre em culturas mais sensiveis como a soja (STREETER,
2003) e o feijao comum (MINASRI et al., 2007).

Alguns autores sugerem que a deficiéncia hidrica desencadeie uma
série de respostas fisiolégicas e anatdmicas nas plantas hospedeiras,
como diminuigcao da emissao de pélos radiculares, descontinuidade da
sintese de leghemoglobina e abortamento dos nddulos
(GOORMACHTIG et al., 2004).

As elevadas temperaturas também sao limitantes, mesmo quando nao
ha deficiéncia hidrica. Mais uma vez, todas as fazes da associagcao
sdo afetadas, com énfase na fase inicial da formacdo de nodulos.
MERCANTE et al. (1998) demonstraram um pequeno percentual de
estirpes testadas e apresentaram eficiéncia no estabelecimento da
associacdo com feijao e leucena, quando submetidas a temperatura
de 40°C.

O estabelecimento da associag¢ao entre Rhizobium leguminosarum bv
phaseoli e o feijoeiro é afetado por aumento de 7°C na temperatura
(HUNGRIA & FRANCO 1993). Nas mesmas condicdes, 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 ineficiéncia no estabelecimento das associacdes
rizébio leguminosa em condi¢cdes de temperaturas muito elevadas
pode estar associada a modificacbes fisioldgicas e bioquimicas nos
pares simbiontes. Estirpes de rizobio isolados de amendoim
apresentaram perfis protéicos diferenciados quando cultivadas em
meio de cultura em temperaturas em torno de 40°C. A ineficiéncia no
estabelecimento da associacdo foi demonstrada em condigcdes de
casa de vegetacao, para os pares submetidos a 40°C (KISHINEVSKY
et al., 1992). Essa alteragdo no perfil protéico provavelmente esta
relacionada a sintese de proteinas de choque térmico, o que pode
resultar em diminuicdo da sintese de complexos enzimaticos
relacionados a FNB.

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

Uma combinacio 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 & ARAUJO (1995), onde um
das estirpes entdo recomendadas para a fabricacdo de inoculantes
para o feijoeiro no Brasil, classificada como R. leguminosarum bv.
Phaseoli perdeu a capacidade a simbidtica apdés uma série de
experimentos de casa de vegetacao e campo.

Estratégias Mitigadoras as Limitacoes a FBN

Desenvolvimento de Formulagoes de Inoculantes

Os inoculantes rizobianos sdo compostos por uma suspensao
bacteriana e por um substrato que serve como veiculo dessas
bactérias para a semente. As bactérias s&do estirpes de rizobio
selecionadas por um exaustivo trabalho de isolamento, caracterizagao
e avaliacdo agrondmica de estirpes de rizobio em diferentes regides.
O veiculo é composto por um substrato testado e que deve ter certas
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caracteristicas para manutencao da viabilidade de células e ser
responsavel em parte para a adequacao do inoculante as exigéncias
legais de cada pais.

Selecao de Estirpes Eficientes e Competitivas: o exemplo
do feijao comum e do feijao caupi no Brasil

A selecao de estirpes para ambientes estressantes como o cerrado ou
a regiao semi-arida € importante para a producgao das culturas nesses
locais. Essa selecdo deve considerar ndo apenas a eficiéncia
agrondmica das estirpes, mas a sua tolerancia aos estresses
ambientais das diferentes regides do Brasil, como a tolerancia a AI**
para a regiao o cerrado e tolerancia a secas e elevadas temperaturas,
para o semi-arido nordestino. Esses trabalhos tém culminado com a
recomendacao de estirpes rizobianas para culturas como o feijdo e o
feijao-caupi.

Os rizébios nodulantes de feijdo comum tem uma importante limitacao
para a utilizagao extensiva de inoculantes, a instabilidade genética dos
isolados, culminando com a perda de plasmideos e perda da
capacidade de nodulagcao quando armazenadas por muito tempo e
quando expostas a elevadas temperaturas no campo (HUNGRIA &
VARGAS, 2000). A selecédo de estirpes resistentes a elevadas
temperaturas e com elevada estabilidade genética comecou em 1991,
como isolamento e caracterizagcdo de estirpes de leucena capazes de
nodular e fixar grandes quantidades de nitrogénio em feijoeiro em
condicdes de elevada temperatura. Esses experimentos de inoculacao
cruzada culminaram com a selecido da estirpe CIAT 899 de R. tropici,
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991) uma das estirpes atualmente
recomendadas para a producao de inoculantes para a cultura do
feijoeiro no Brasil.

Outro estudo realizado no Estado do Parana utilizou o feijoeiro como
planta isca para isolar rizobios tolerantes a elevadas temperaturas e
culminou no isolamento da estirpe PRF 81, de elevada eficiéncia,
tolerancia a elevadas temperaturas e capazes de nodular leucena,
resultando em produtividade de mais de 900 kg/ha (HUNGRIA et al.,
2000). Esta estirpe € recomendada para a produgao de inoculantes
para a cultura do feijoeiro no Brasil desde 1998.
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O feijdo-caupi tem trés estirpes recomendadas para a producao de
inoculantes no Brasil, duas delas, as estirpes INPA3-11B e UFLA 3-84
foram selecionadas em um vasto estudo de sele¢do, caracterizagao e
avaliacdo da eficiéncia agrondmica de estirpes isoladas da regiao
amazobnica 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 regido de
sequeiro do semi-arido nordestino. Essa estirpe tem comprovada
eficiéncia e desempenho quando inoculada ao feijdo-caupi em
condi¢Oes de pluviosidade muito baixa e temperaturas muito elevadas,
e sua recomendacao definitiva para a producao de inoculantes ocorreu
em 2006.

Consideracoes Finais

O sucesso da aplicacdo de inoculantes de bactérias diazotréficas no
Brasil deve-se em grande parte a uma parceria entre a pesquisa € o
melhoramento vegetal principalmente no caso da soja. Os fatores
limitantes a nodulacdo e a selecdo de estirpes mais eficientes e
competitivas gera uma economia de mais de quatro milhdes de
dolares por ano pela substituicdo do fertilizante nitrogenado pelo
inoculante rizobiano. Infelizmente este sucesso ndo se estendeu a
outras leguminosas como o feijao. Hoje se preconiza a inoculagéo de
feijdo caupi para o semi-arido mas apenas uma industria comercializa
este produto. Mesmo no caso da soja esta ocorrendo uma reduciao na
venda do produto ao agricultor que hoje verifica que a soja onde ele
nao aplicou o produto esta nodulando com as estirpes nativas, que
sdo competitivas e suprem o N fertilizante de graca para a cultura. Um
esforco enorme sera feito para continuar a sensibilizar o agricultor da
necessidade de garantir o rizébio para o novo plantio. Mas muito se
tem a fazer para incorporar na cadeia produtiva de outras leguminosas
importantes para o pais a utilizagdo de estirpes selecionadas de
rizébio. Neste ponto a pesquisa se faz necessaria para recomendar
novas estirpes eficientes, capazes de competir com a biota nativa e
adaptada aos estresses ambientais e do solo.
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