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Apresentagdo

Falar da relevancia da biota do solo para o ecossistema é redundéncia. As
funcées da biota envolvem desde a preservacdo de dgua até o seqiestro de substéncias
téxicas, com reflexos para o ambiente, as culturas, os negécios, enfim, para a sociedade.
A relacdo entre a microbiota e a qualidade ambiental é extremamente estreita, com
especial atenc@o para as contaminagdes de diversas origens, dentre elas as causadas
por metais pesados. Utilizar a Microbiologia como ferramenta para avaliar a qualidade
de solo é fundamental no caminho da sustentabilidade ambiental agricola. Ha muito,
estudos vém sendo desenvolvidos por renomados pesquisadores de diversas instituicdes
de pesquisa, na reunido de exceléncias e competéncias nesse sentido. Esta obra, que
se consuma pelo esforco de “discipulos” da Dra. Elke Jurandy Bran Nogueira Cardoso,
que acaba sendo uma justa homenagem dos formados a sua formadora, traz
conhecimentos valiosos, que sob a batuta da ilustre professora da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (Esalg-USP) certamente trardo grandes contribuicées a
estudiosos e profissionais da drea de solos.

As pesquisadoras do Instituto Agronémico (IAC-APTA), da Secretaria de
Agricultura e Abastecimento, Dra Adriana Parada Dias da Silveira e Dra Sueli dos
Santos Freitas, coordenaram e uniram-se a outros especialistas de solos para, com
apoio do IAC, transferir informacées aos demais elos que compdéem a cadeia do
agronegdcio. Com essa obra, a transferéncia de tecnologia ganha reforco por
disponibilizar na internet contedo da maior relevancia, na érea essencial que envolve
os principais tépicos da Microbiologia do solo.

Diante das necessidades de poupar recursos naturais, reduzir custos econdmicos
e minimizar impactos ambientais, informacées que abordem solucdes para amenizar
as fontes finitas usadas na agricultura séo indispensdveis. Que esse e-book seja um
estimulo para profissionais de outras dreas de conhecimentos debrucarem-se em torno
das demandas do agronegdcio ndo apenas para gerar informacdes, mas sobretudo
para tornd-las acessiveis aos que delas precisam para trabalhar.

Pioneiro em pesquisas com solos, o IAC sente-se honrado em participar dessa
obra que se destaca pela exceléncia do contedo e por democratizar o saber. No ano
em completa seu 120° aniversdrio, o IAC segue se modernizando, apoiando a chegada
da ciéncia aos usudrios e parabenizando a todos que contribuiram para a concretizacdo
do e-book “Microbiota do Solo e Qualidade Ambiental”.

Orlando Melo de Castro
Diretor-Geral do Instituto Agronémico



Prefdcio

Os microrganismos tém sido cada vez mais associados & qualidade ambiental,
tanto por seu papel fundamental na manutencdo dos ecossistemas como por sua
sensibilidade a variacdes nos muitos fatores que compdem os ambientes. Por isso as
editoras orgulham-se em trazer a lume este livro, composto por temas dedicados &
correlac@o da microbiota com a qualidade dos sistemas que habita. Em que pese
sua importancia, ainda hd necessidade de textos em lingua portuguesa que tornem o
assunto acessivel a estudantes e profissionais da érea.

Dentro dessa proposta - e em consondncia com os novos tempos da
comunicacdo - estd publicado inteiramente por meio eletrdnico, totalmente disponivel
ao publico interessado. Para isso, contamos com o incondicional apoio do Instituto
Agronémico, que nos deu todas as facilidades para que o projeto chegasse a bom
termo. Vale lembrar que, neste ano de 2007, o IAC completou 120 anos de fundagéo:
é uma instituicdo mais que centendria que abraga diariamente a modernidade, com o
alvo principal centrado na qualidade agricola e ambientall

Talvez néo seja do conhecimento dos leitores, mas todos os autores foram
orientados da Dra. Elke Jurandy Bran Nogueira Cardoso, professora titular da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da USP, em Piracicaba, onde leciona desde
1972. Nesse perfodo a Professora Elke criou escola em Microbiologia Agricola,
formando inGmeros profissionais que a ela devem os primeiros passos no mundo da
Ciéncia. E a ela que queremos homenagear dedicando este livro.

Adriana Parada Dias da Silveira (IAC)
Sueli dos Santos Freitas (IAC)
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Capitulo 1

Rizobactérias Promotoras
do Crescimento de Plantas

Sueli dos Santos FREITAS ()

1. Introdugéo

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) constituem um
grupo muito amplo de microrganismos, uma vez que sob essa designacdo incluem-se
quaisquer bactérias que vivam na rizosfera e afetem beneficamente o crescimento de
uma ou mais espécies vegetais. Convencionalmente, entretanto, ndo t&m sido af
incluidos os rizébios enquanto fixadores de nitrogénio, atividade que, embora benéfica
ao desenvolvimento vegetal, resulta de uma relacéo simbidtica com as leguminosas,
interacé@o que ndo é considerada para as RPCPs. J& houve sugestées de alteracéo na
denominacéo dada, de forma genérica, a essas bactérias, alterando-a para BPCP
(Bashan & Holguin, 1998), pela substituicdo do termo “rizobactérias” por “bactérias”.
Isso poderia facilitar a nomenclatura, mas nem sempre mudancas sdo aceitas
prontamente pela comunidade cientifica.

Embora a expressdo “plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR)” tenha sido
proposta por Kloepper & Schroth (1978), o interesse dos pesquisadores ocidentais
pelas intmeras formas de beneficio que bactérias podem exercer j& havia sido
despertado em meados do século XX.

A antiga Unido Soviética vinha trabalhando com bactérias benéficas nas raizes
de plantas havia vérios anos. Pelas caracteristicas do regime politico de entéo, pouco
se sabia, além de suas fronteiras, sobre os trabalhos que vinham sendo desenvolvidos.
No entanto, um pesquisador inglés, da Estacdo Experimental de Rothamsted, teve
autorizacdo para efetuar visitas a laboratérios e estacdes experimentais soviéticos,
cobrindo vasta drea de seu territério, e publicou o relato de suas observacées na
revista Soils & Fertilizers (Cooper, 1959). Segundo ele, havia mais de dez milhées de
hectares recebendo a inoculagdo de microrganismos ndo simbidticos, com alguns
resultados verdadeiramente espetaculares.

(1) Pesquisadora, Instituto Agronémico, Centro de Solos e Recursos Ambientais, Caixa Postal — 28, CEP - 13001-
970, Campinas, SP E-mail: sfreitas@iac.sp.gov.br
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Uma outra pesquisadora da mesma Estacdo Experimental (Brown, 1974)
mencionou aumentos de produtividade de até 42 % em arroz e 10 % em soja, por
exemplo. Na época, a grande maioria dos trabalhos cientificos em Microbiologia do
Solo no Hemisfério Ocidental versava sobre as bactérias incluidas no género Rhizobium,
simbidticas, com habitat e nicho bem definidos. A possibilidade do uso de inoculantes
preparados a partir de outras espécies microbianas abria entdo um grande leque de
novas pesquisas e aplicacdes prdticas, num mundo em crescimento e, portanto, dvido
por alimentos e por tecnologia, apés o término das duas guerras mundiais que tanto
afetaram a vida do século XX.

Assim, como tais resultados ndo poderiam ser ignorados pelo Ocidente,
intensificaram-se as tentativas de utilizacdo de bactérias de variados géneros. No
entanto, os poucos trabalhos soviéticos a que se tinha acesso, entdo, freqientemente
ndo tinham andlises estatisticas, levando-os a algum descrédito por parte dos ocidentais
(Burr & Caesar, 1985). Finalmente, no trabalho em que se cunhava a expressdo que
designaria esse grupo a partir de entdo, Kloepper & Schroth (1978), apresentaram
dados resultantes de experimentacéo que pdde ser aceita pela comunidade cientifica
internacional. Para chegar a isso, j& diversos grupos vinham trabalhando com as
agora denominadas RPCPs, como exemplificam os trabalhos de Merriman et al.
(1974), Brown (1974, 1972), Kavimandan & Gaur (1971), os quais, evidentemente,
tinham também andlises estatisticas aos moldes do Ocidente. Na verdade, em 1978,
houve uma reunido para juntar as informacdes disponiveis sobre as interacées entre
raizes e solos, considerando aspectos quimicos, fisicos e biolégicos, com o obijetivo,
expresso no titulo do evento, de estabelecimento de uma rizosfera benéfica (Atkinson
& Watson, 2000). Como fruto do pensamento e das linhas de pesquisa vigentes na
época, Rovira (1979) identificou como dreas-chave para a continuacdo dos estudos
os trabalhos sobre a liberacdo de material orgénico a partir das raizes e sobre a
colonizacdo radicular por microrganismos; enfatizou, de maneira particular, o
conhecimento sobre a fixacdo biolégica do nitrogénio, sobre as micorrizas e sobre as
interacdes de raizes, patégenos e outros microrganismos, potencialmente benéficos.

Numerosos trabalhos foram realizados. Relataram-se beneficios as culturas de
milho (Kavimandan & Gaur, 1971; Brandao, 1989), batata (Bakker & Schippers, 1987;
Leben et al., 1987), vérias gramineas (Gamo, 1991), alfafa (Olsen & Misaghi, 1981),
beterraba (Suslow & Schroth, 1982) e café (Freitas, 1989), entre muitas outras. No
Ocidente foram obtidos resultados que poderiam ser também considerados espetaculares:
Burr et al. (1978) relataram 100% de aumento na matéria fresca de raizes e parte aérea
de batata tratada com P fluorescens e P putida em casa de vegetacdo; no campo, esses
aumentos variaram de 14 a 33%; em alfafa, Olsen & Misaghi (1981) observaram
aumentos de 194 % na massa de matéria seca de plantas tratadas com células vivas de
R fluorescens e de 167 % nas tratadas com células da mesma espécie bacteriana mortas
pelo calor. Em beterraba, obtiveram-se aumentos de 20 a 85% na massa de raizes e da
parte aérea; no campo esse aumento era de 13%, tendo-se observado aumentos até
mesmo no teor de actcar (Suslow & Schroth, 1982).

Por vérios anos as pesquisas foram promissoras e trabalhava-se com a intencdo
de apresentar inoculantes que aumentassem a producéo agricola, & semelhanca do
que jd vinha sendo feito hd décadas com as bactérias do género Rhizobium. Mais de



Rizobactérias promotoras
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um inoculante foram postos no mercado norte-americano (Weller & Zablotowicz, 1987),
principalmente, mas, depois de um desempenho irregular, deixaram de ser vendidos.
Comecava-se a perceber que os resultados praticos, aplicaveis na agricultura, ndo
surgiriam t&o facilmente.

O presente capitulo fard uma retrospectiva resumida do que j& foi feito,
concretamente, com RPCPs, com énfase nos beneficios ja obtidos, nos insucessos e
suas causas e nas perspectivas visualizadas atualmente para essa drea da Microbiologia
do Solo.

2. Promocdo do Crescimento Vegetal por Rizobactérias - Um
Histérico

Com a seqiéncia da experimentacdo, problemas de instabilidade no
comportamento de RPCPs comegaram a ser observados, com o mesmo isolado
bacteriano comportando-se diferentemente em condicdes experimentais
semelhantes (Howell & Okon, 1987). Um dos mais freqientes problemas da
pesquisa cientifica na drea agrondmica ocorria também entre as RPCPs: bons
resultados em experimentos desenvolvidos em casa de vegetacdo ndo se repetiam
em condicées de campo (Leben et al., 1987). Na época, no entanto, ainda se
pensava na producdo — talvez a curto prazo — de inoculantes comerciais: Paau &
Mclntyre (1987), no primeiro workshop internacional a propésito do assunto,
dissertaram sobre a producéo e as possibilidades da formulacdo de inoculantes
com RPCPs, estendendo-se sobre a legislacdo e o direito de propriedade, sempre
peculiares quando se trata de microrganismos. Lembraram, inclusive, a
necessidade de um trabalho de educacdo e relacdées publicas para melhorar a
aceitagdo desses inoculantes: como muitos dos isolados agiam como agentes
de controle biolégico de fitopatégenos, havia a necessidade de educar os
potenciais consumidores para o fato de que a expressdo dos resultados de
inoculantes microbianos néo seria tdo pronta quanto a dos produtos quimicos
destinados ao mesmo fim. Mas fizeram também algumas sugestdes sobre a
necessidade de se conhecer o modo de acédo de cada isolado que seria utilizado
como inoculante, [d que esse conhecimento poderia aumentar a consisténcia ou
a reprodutibilidade das respostas & inoculacéo.

Por essa época intensificaram-se as pesquisas sobre o modo de acdo das
RPCPs. Essa é uma tarefa particularmente extensa, uma vez que, como jé foi dito, sob
essa denominacdo agrupa-se um conjunto muito diverso de microrganismos, que,
conseqUentemente, exercerdo seu beneficio — Unica caracteristica necessariamente
comum entre eles — de maneiras também diversas. Alguns modos de acdo sdo
aventados pela maioria dos pesquisadores, como a producéo de fitorménios, o controle
biolégico de fitopatégenos, a fixagdo assimbidtica ou a interferéncia na fixagéo
simbidtica de nitrogénio e a solubilizacd@o de fosfatos.

A producao de fitorménios era a hipétese mais freqiiente com que trabalhava

o grupo liderado pela Dra. Margareth Brown, da Estacé@o Experimental de Rothamsted,
na Inglaterra (Brown, 1974, 1972).
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Alguns pesquisadores ainda consideram essa forma de agdo uma forte
possibilidade para que RPCPs exercam seu beneficio a plantas. Barazani & Friedman
(2000), por exemplo, estudaram o efeito de L-triptofano sobre a elongacdo de plantulas
de alface e sobre a atividade aleloquimica de 3 espécies de RPCPs — Comamonas
acidovorans, Agrobacterium sp. e Alcaligenes piechaudii —, em condicdes axénicas, as
quais alongaram as raizes das plantas em que foram inoculadas na ordem de 15, 30
e 44% respectivamente, fazendo supor um efeito direto sobre elas, & semelhanca de
horménios. No entanto, a presenca conjunta do triptofano com Agrobacterium e com
Alcaligenes resultou em raizes menores que as da festemunha sem tratamento, enquanto
que conjuntamente com Comamonas aumentou a massa de matéria seca de raizes.
A hipétese dos autores vai um pouco além do mero efeito direto do horménio sobre
as rafzes: como o triptofano inibe a populacdo de Comamonas, sugerem que essa
bactéria produza écido indolacético (AlA), que iniba o alongamento da raiz. Na
presenca de triptofano, a raiz aumenta, pela auséncia ou inibicdo da bactéria. Nesse
caso, o triptofano teria tanto um efeito direto no crescimento da raiz quanto um efeito
indireto, sobre as rizobactérias. Uma vez que fitormbnios podem ser benéficos em
concentracdes mais baixas mas podem ser prejudiciais em concentracdes mais altas
(Antoun et al., 1998), seu papel na promocao do crescimento deve ser mais complexo
do que normalmente seria esperado. Algumas enzimas, por exemplo, podem atuar
modulando a producéo de fitorménios, o que regularia, em Gltima andlise, a promocéo
do crescimento por alguns isolados de RPCPs, conforme 4 foi sugerido para a enzima
desaminase do dcido aminociclo propano desaminase (ACC desaminase) por

Rodriguez & Fraga (1999).

Ainda quanto & producdo de fitorménios, é interessante mencionar que, sob
essa perspectiva, testaram-se rizébios como promotores do crescimento de plantas
ndo leguminosas. Em experimentos utilizando 266 isolados de Rhizobium e
Bradyrhizobium, Antoun et al. (1998) concluiram que 58 % das bactérias empregadas
nos testes produziam AlA, um horménio que poderia estar envolvido também em
prejuizos as plantas quando em concentracdes mais elevadas. De acordo com esses
autores, rizébios exibem uma série de caracteristicas que os habilitariam como
promotores de crescimento como, por exemplo, a producéo de sideréforos, a
solubilizacdo de fosfatos e até mesmo o antagonismo a fitopatégenos. Fixadores
ndo simbidticos de nitrogénio foram levados em conta por outros autores na definicdo
de formas de promocdo do crescimento: Gamo (1981), utilizando Azospirillum, e
Howell & Okon (1987), com Azospirillum, Azotobacter e Rhizobium, consideraram
que a fixacéo de nitrogénio ndo era a explicacéo correta para os beneficios observados
com o emprego dessas bactérias, mas sim a producéo de fitorménios.

Entre os modos de acdo sugeridos para RPCPs talvez o mais lembrado pelos
pesquisadores ao longo do tempo tenha sido o controle biolégico de fitopatégenos.
No entanto, a forma pela qual as bactérias exerceriam esse controle pode variar. A
producédo de antibiéticos foi, inicialmente, a maneira mais aceita, como, por exemplo,
no trabalho de Howell & Stipanovic (1980), talvez por ser a acdo mais simples e mais
direta de um microrganismo sobre outro. Antibiéticos como substéncias que inibiriam
fitopatégenos e, por conseguinte, promoveriam o crescimento vegetal t8m fundamento
particularmente quando se dé énfase a bactérias do género Bacillus, sabidamente
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produtoras de tais compostos (Bettiol, 1995). Pseudomonas spp., todavia, também
sdo freqientemente relatadas como produtoras de antibiéticos (Harrison et al.,
1993). H4 trabalhos comprovando que diferentes isolados de P fluorescens
produzem antibiéticos inibidores de inGmeros patégenos: Brisbane et al. (1989)
relataram a inibicdo de 17 fungos por um isolado dessa espécie, efeito esse
comprovadamente devido ao antibiético e ndo ao sideréforo que o isolado
também produzia. Ainda o mesmo isolado foi utilizado por Bull et al. (1991) no
controle de Gaeumannomyces graminis var. tritici, agente causal da doenca
conhecida como mal-do-pé em trigo. O mesmo patdgeno é inibido tanto in vitro
quanto in vivo por uma outra espécie de Pseudomonas, P aureofasciens, também
produtora de antibiético (Harrison et al., 1993).

Todavia, outras maneiras de antagonizar fitopatégenos j@ foram aventadas
para RPCPs. A mais vidvel parece ser a presenca de sideréforos, substancias quelantes
do fon férrico (Fe”') produzidas pelos microrganismos em condicées de deficiéncia
desse elemento (Leong, 1986). Nesse caso, os microrganismos produtores de
sideréforos teriam vantagem sobre os outros, uma vez que o pouco ferro disponivel
estaria disponivel apenas para eles préprios, que, na qualidade de produtores de
sideréforos, teriam também desenvolvido um processo especifico, ao nivel de isolado,
para retirada do nutriente da molécula do quelante e seu transporte pelo interior da
célula (Hohnadel & Meyer, 1988). Alids, esse é um dos motivos pelos quais bactérias
do grupo fluorescente do género Pseudomonas s@o tdo pesquisadas como promotoras
do crescimento: o que lhes confere fluorescéncia é justamente um sideréforo,
denominado genericamente pioverdina e produzido em condicées de deficiéncia de

ferro (Stanier et al., 1966; Meyer & Abdallah, 1978).

H& muito tempo j& se comprovou que isolados do grupo fluorescente do
género Pseudomonas podem promover o crescimento vegetal por privar de ferro
potenciais fitopatégenos (Kloepper et al., 1980).

Esse aspecto torna-se ainda mais importante quando se considera a ocorréncia
dos patégenos menores ou subclinicos, caracterizados por Woltz (1978) como
microrganismos que ndo causam sinfomas ébvios de doenca, mas deprimem o
crescimento da planta como um todo; nesse caso, ndo hd como detectar a presenca
do patégeno. Quando algum processo, seja qual for, inibir a atuagéo do patégeno
subclinico e a planta apresentar um crescimento maior, a impress@o que se terd é a de
que houve promocédo do crescimento, quando, na verdade, a planta estard apenas
exibindo seu potencial de crescimento em condigdes adequadas de fitossanidade.
Nessa linha de pesquisa, Freitas & Pizzinatto (1997) trabalharam com isolados de
Pseudomonas fluorescentes e de Bacillus spp. Em testes de antagonismo in vitro,
confrontando em placas de Petri as bactérias potenciais agentes de controle biolégico
e Colletotrichum gossypii, causador de podridées de pré e pds-emergéncia em
algodoeiro, observaram que a maioria dos isolados de Pseudomonas foram
antagénicos ao fungo no meio B de King et al. (1954) mas ndo em meio BDA,
indicando o envolvimento de sideréforos na inibicdo, uma vez que o primeiro meio de
cultura é deficiente em ferro mas néo o segundo. Todos os isolados de Bacillus
apresentaram antagonismo no meio BDA, indicando, no caso, a producdo de
antibidticos.
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No mesmo trabalho, em outro experimento, avaliou-se a capacidade dos
isolados bacterianos, tanto na presenca quanto na auséncia do patégeno, em promover
a emergéncia e em diminuir a incidéncia de necrose no colo das pléntulas; alguns
isolados de Bacillus e de Pseudomonas promoveram a emergéncia das pléntulas e
diminuiram a incidéncia da doenca avaliada pela necrose no colo. Todavia, em
experimento em casa de vegetacdo, os resultados ndo se repetiram: alguns isolados
de Pseudomonas — nem sempre os mesmos — favoreceram o desenvolvimento das
plantas em relacdo & testemunha, mas sé em auséncia do patégeno, indicando que
a promocdo do crescimento ndo estava ligada ao controle biolégico do fungo
inoculado. No entanto, no trabalho feito, ndo foi possivel comprovar se havia
patégenos subclinicos envolvidos.

Siderdforos poderiam estar igualmente envolvidos no fornecimento de ferro
como nutriente para plantas. O ferro é muito abundante na crosta terrestre mas nem
sempre estd em forma disponivel as plantas: em solos com valor de pH préoximo ou
acima de 6, encontra-se na forma oxidada (Fe +), que se precipita e ndo é absorvida
pelos vegetais (Froehlich & Fehr, 1981). As plantas classificam-se como eficientes ou
ineficientes em ferro, de acordo com sua resposta & deficiéncia do nutriente: eficientes
s@o as que se mostram folerantes & deficiéncia, isto é, aquelas que possuem mecanismo
de resposta a estresse por ferro, enquanto ineficientes sGo as susceptiveis, que ndo
apresentam resposta a tal estresse (Hopkins et al., 1992). Morris et al. (1990) sugeriram
que microrganismos constituiriam um dos fatores de solo a influenciar o aparecimento
de clorose por deficiéncia de ferro, seja por competicdo com as plantas pelo nutriente
seja pela mobilizacao do ferro |4bil no solo. Poderia ter havido uma evolucéo conjunta
entre plantas e microrganismos produtores de sideréforos: a eficiéncia de algumas
espécies ou variedades vegetais estaria ligada, na verdade, a sua capacidade de se
associar a microrganismos que lhes disponibilizassem o ferro (Mozafar et al., 1992).
O mecanismo pelo qual a planta se apropriaria do ferro ligado aos sideréforos
microbianos deve ser bastante complexo (Walter et al., 1994); ndo obstante, Miller et
al. (1985) observaram que tomateiros podem retirar o ferro do complexo Fe-dcido
rodotordlico, um sideréforo produzido pela levedura Rhodotorula pilimanae. Parece
que espécies eficientes e ineficientes podem ser diferenciadas com base em sua
habilidade de usar sideréforos de hidroxamato na absorcéo de Fe, de acordo com o
que foi relatado para plantas de sorgo, ineficientes em ferro, e girassol, eficientes, que
tiveram o ferro fornecido juntamente com um sideréforo microbiano — desferrioxamina
B (DFOB); o girassol utilizou o ferro diretamente do quelato, enquanto que o sorgo
apenas o utilizou como translocador do nutriente (Cline et al., 1984). De qualquer
maneira, o efeito sobre a nutricdo em ferro somente seria significativo em solos com
valor de pH préximos da neutralidade, nos quais o ferro se precipita em sua forma
oxidada, Fe, tornando-se ndo disponivel para plantas. No Brasil, cujos solos, na
sua grande maioria, sdo dcidos, esse efeito sé teria importncia em dreas muito
especificas, mais provavelmente com adicdo excessiva de calcdrio do que em
condicées naturais, conforme jé relatado por Tanaka et al. (1989).

A participacdo dos sideréforos nos processos em que se envolvem Pseudomonas
spp. fluorescentes continua a ser pesquisada nos dias de hoje, ainda que nem sempre
sua atuacdo esteja bem esclarecida. Jé se detectou, por exemplo, que um isolado de
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Pseudomonas sp. parece ter a capacidade de interagir com os processos iniciais de
infeccdo por Rhizobium leguminosarum em raizes de ervilha, prejudicando o
estabelecimento da simbiose. Essa inibicdo ocorre possivelmente por dois mecanismos
complementares, um ligado & disponibilidade de ferro e outro & producdo de
metabdlitos extracelulares inibidores (Berggren et al., 2001). Todavia, a maioria dos
pesquisadores trabalha ainda hoje com a hipétese de beneficio resultante da producéo
de siderodforos (Cattelan et al., 1999), seja pelo controle biolégico de fitopatégenos
(Ramamoorthy et al., 2001), sejoa — mais raramente — pelo efeito na nutricdo das
plantas (Rengel et al., 1998).

Hd ainda inGmeras outras formas pelas quais rizobactérias poderiam beneficiar
o crescimento vegetal, algumas com mais visibilidade e mais trabalhos a elas
dedicados, outras com menos pesquisadores a lhes investigar as possibilidades. No
entanto, a esse respeito, a pergunta mais freqiiente ainda é: por que ndo existem no
comércio inoculantes com RPCPs recomendados para agricultores?

3. Limitacdes ao uso de Rizobactérias Promotoras do Crescimento
de Plantas

Num trabalho muito extenso, Cattelan et al. (1999) testaram diversas formas
pelas quais rizobactérias poderiam promover o crescimento de soja, como: producéo
ou alteracdo da concentracdo dos horménios vegetais AlA, dcido giberélico, citocininas
e etileno; fixacdo assimbidtica de nitrogénio; antagonismo contra microrganismos
fitopatogénicos por sideréforos, b-1.3-glucanase, quitinases, antibiéticos e cianeto —
que tanto pode ser associado a beneficios quanto a prejuizos —; solubilizacdo de
fosfatos minerais ou de outros nutrientes e fixacdo simbiética do nitrogénio, afetando
a nodulagéo ou a ocupacdo dos ndédulos. Nesse trabalho, os autores utilizaram 116
isolados bacterianos obtidos de solo ou da rizosfera de soja e avaliaram as seguintes
formas de possiveis beneficios para a planta: altura da parte aérea, comprimento da
raiz, matéria seca da parte aérea e da raiz, nGmero e matéria seca de nédulos. Embora
tenham observado inGmeras atuagdes dos microrganismos sobre as plantas, com
interacoes de fatores, consideraram seus resultados inconcludentes sob muitos aspectos.
Por exemplo: um isolado, incluido como controle negativo, j@ que sabidamente sé
inibia o crescimento de Sclerotium rolfsii e de Sclerotinia sclerotiorum, promoveu o
crescimento das plantas sem que pudesse detectar o motivo do beneficio. J& outro
isolado, de Pseudomonas putida, incluido como controle positivo porque havia
demonstrado ser benéfico & soja, foi negativo para a maioria dos modos de acdo
testados, inclusive a producao de sideréforos, razdo de fer sido incluido entre os benéficos.
No entanto, pela maioria dos resultados obtidos, sugerem que as seguintes caracteristicas
podem estar ligadas e poderia ser Util basear selecdo de isolados nelas: desaminase de
ACC, producéo de siderdforos, producdo de b-1.3-glucanase e solubilizagéo de P
Essas caracteristicas seriam melhores que prototrofia a biotina, producéo de AlA, quitinase
e cianeto. Né&o é novidade, entretanto, a falta de correlacdo entre caracteristicas
observadas ou quantificadas in vitro e a presumivel conseqiéncia dessas caracteristicas
em avaliacdes in vivo (Antoun et al., 1998; Freitas & Pizzinatto, 1997).
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Um problema relatado com muita freqiéncia nos artigos com RPCPs é a
variabilidade dos resultados. Howell & Okon (1987) relataram grande variabilidade
entre experimentos em estudos utilizando isolados de Azospirillum e de Azotobacter
para verificar se tais géneros bacterianos exerciam beneficio pela fixacdo de nitrogénio
ou por outra forma. De qualquer maneira, consideraram que para Azotobacter as
respostas eram mais consistentes que para Azospirillum. Na mesma época, Weller &
Zablotowicz (1987) especularam sobre as razées para o desempenho inconsistente
de RPCPs, inclusive de isolados de Pseudomonas fluorescens e de B. subtilis que
vinham sendo comercializados nos Estados Unidos como agentes de controle biolégico
de fitopatégenos do solo. Os autores citam como possivel causa dessa inconsisténcia
a colonizacéo radicular varidvel, por problemas de sobrevivéncia do inéculo ou por
condicées desfavordveis para a bactéria: se a bactéria ndo puder colonizar a rizosfera
ndo terd como interagir com a planta. Ainda segundo esses autores, outros fatores do
ambiente podem contribuir para minimizar a incidéncia da doenca, motivo pelo qual
ndo se poderia observar promocéo do crescimento pelo inoculante adicionado. Além
disso, outros patdégenos poderiam agir, alterando os efeitos do patégeno-alvo e,
conseqiUentemente, os do agente de controle biolégico.

Os relatos sobre variabilidade dos resultados em trabalhos com RPCPs
continuaram mesmo no final do século XX, sendo considerada o principal motivo pelo
qual ainda ndo sao produzidos inoculantes de RPCPs comercialmente vidveis (Shishido
& Chanway, 1998). Antoun et al. (1998) dizem, textualmente: “a variabilidade dos
resultados é um dos maiores problemas associados a experimentos de inoculacdo de
RPCPs e é devida, provavelmente, & complexidade das interagdes envolvidas na
rizosfera entre a planta, a bactéria introduzida e o resto da microbiota rizosférica,
neutra ou deletéria”.

O que resta por resolver, nos dias atuais, sGo as causas dessa variabilidade.
Um caminho seguido por muitos autores para explicd-la tem sido a colonizagao das
raizes das plantas. Estd bem estabelecido que, para interagir com as plantas, quaisquer
microrganismos devem, antes de tudo, estabelecer-se em sua rizosfera (Antoun et al.,
1998; Davies & Whitbread, 1989; Jiemba & Aelxander, 1999). Assim, {4 foi sugerido
que diferencas na colonizacéo radicular pelas RPCPs poderiam explicar o fenémeno
da variabilidade dos resultados (Weller & Zablotowicz, 1987). Todavia, a mera
colonizacéo radicular por um isolado promotor do crescimento pode néo garantir os
beneficios & planta: Chanway et al. (2000) ndo encontraram correlacéo entre os
numeros de RPCPs associadas as raizes e o aumento de crescimento do abeto vermelho
(Picea sp.), uma espécie arbérea utilizada em reflorestamentos em regides de clima
temperado. Alids, na maioria dos experimentos realizados por esses autores, as plantas
com os maiores aumentos de biomassa apés a inoculacédo foram as que apresentaram
as menores populacdes de RPCPs rizosféricas. Os autores sugeriram que, dadas as
dificuldades de estabelecimento na rizosfera pelos microrganismos inoculados, seria
melhor trabalhar com promotores de crescimento que sejam endofiticos, o que lhes
garantiria um habitat menos competitivo. Ainda que no trabalho a presenca das
bactérias no tecido interno das plantas néo tenha sido avaliada, os isolados testados
possuiam tal capacidade, conforme relatado pelos autores. Estaria ai um outro aspecto
do uso de RPCPs, o uso de bactérias endofiticas, caracteristica que evitaria, pelo
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menos parcialmente, o efeito da competicdo com outros microrganismos nesse habitat
reconhecidamente colonizado com tanta intensidade (Barka et al., 2000). Outros
autores (Sturz & Nowak, 2000) sugeriram também o uso de RPCPs endofiticas mas
lembraram as dificuldades da introducéo de componentes bacterianos exégenos em
uma comunidade microbiana j& bem estabelecida e aclimatada. Esse uso, alids,
apenas diminui a importéncia da colonizag@o radicular: ainda que microrganismos
endofiticos ndo precisem proliferar agressivamente na rizosfera — caracteristica vital
para os exoffticos que devam exercer atividade promotora de crescimento -, devem
necessariamente atravessar a rizosfera em ndmeros suficientes para alcancar uma boa
colonizacdo endofitica. Sturz & Nowak (2000) afirmam que, em comunidades maduras,
interacdes positivas entre populacdes autéctones sdo geralmente mais bem
desenvolvidas que em comunidades recentemente estabelecidas. O estabelecimento
de um novo organismo pode ser prejudicado pela dindmica do ecossistema que ele
estd tentando invadir, como uma forma de mutualismo defensivo. Para evitar isso,
deve-se introduzir o organismo benéfico o mais cedo possivel. J& que microrganismos
endofiticos em sementes tendem a evoluir para endofiticos em plantas — isto &, tendem
a permanecer na pléntula originada da semente que colonizavam — uma boa
alternativa seria a inoculacdo dessas RPCPs nas sementes (Sturz & Nowak, 2000).
Evidéncias das interacées de rizébios com plantas néo leguminosas foram dadas por
Antoun et al. (1998). Esses autores comentam vérios trabalhos em que se observou
encurvamento de pélos radiculares em milho, arroz e cevada, inclusive com a formacao
de estruturas semelhantes a nédulos em raizes das duas Gltimas espécies vegetais,
como resultado da presenca de rizébios em sua rizosfera. Se bactérias participantes
de simbioses tdo especificas como os rizébios conseguem interagir com plantas tédo
diferentes de seus simbiontes, por que organismos menos especificos ndo poderiam

ter desenvolvido sistemas de interacdo com plantas e microrganismos ao longo da
evolucdo (Atkinson & Watson, 2000)2

De qualquer maneira, RPCPs endofiticas ou exofiticas deverdo sobreviver na
rizosfera para exercer seu beneficio. Depois de uma série de experimentos em que
avaliaram a capacidade de RPCPs em colonizar a rizosfera de soja, Jiemba & Alexander
(1999) concluiram que a habilidade das bactérias em sobreviver em grandes ndmeros
no solo é um importante fator a determinar seu sucesso na colonizacdo subseqiente
da rizosfera. Isto é, hd que se considerar também a presenca dos outros microrganismos
do solo, que, em Gltima andlise, sGo os competidores que uma RPCP introduzida deve
sobrepujar para manter-se no solo ou até mesmo para conseguir penetrar na raiz. A
densidade maxima da populacéo alcancada na rizosfera depende do tamanho da
populacdo inicial no solo (Jjemba & Alexander, 1999).

Néao é de surpreender, pois, que os estudos atuais sobre as causas da
variabilidade nos resultados com RPCPs tenham convergido para a sua interacéo
com a microbiota nativa. Microrganismos cobrem cerca de 10% da superficie
radicular, utilizando exsudatos para seu crescimento (Rengel et al., 1998). Entre
esses microrganismos estdo RPCPs, patégenos e a grande maioria dos meros
comensais - em relacéo & planta - que utilizam os exsudatos radiculares como fonte
de alimento e energia.
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4. Tendéncias Atuais e Perspectivas Futuras nas Pesquisas com
RPCPs

Na atualidade, paralelamente as buscas de RPCPs eficientes continuam os
estudos que visam a definir as causas da variabilidade nos experimentos utilizando
essas bactérias. Tem sido consenso que grande parte do motivo seja a interacdo com
a microbiota nativa (Shishido & Chanway, 1998), ainda que a elucidacéo dessas
interacdes apresente dificuldades compreensiveis.

A avaliagéo da competitividade rizosférica foi o que norteou o trabalho de
Jiemba & Alexander (1999): esses autores procuraram correlacionar diversas
caracteristicas de um grupo de bactérias com a extensdo da sua colonizacéo da
rizosfera de soja em solo néo esterilizado. Avaliaram as taxas de crescimento em
meio liquido e em solo rizostérico esterilizado, mas ndo encontraram correlagéo entre
essas varidveis e a extensdo da colonizacéo em rizosfera néo esterilizada. No entanto,
para a maioria das bactérias testadas, houve correlacéo entre as suas populacdes
iniciais no solo e a colonizac@o rizosférica, levando os autores a concluir que a
habilidade das bactérias em sobreviver em grandes nimeros no solo é um grande
fator determinante do seu sucesso na colonizacdo subseqiente da rizosfera. Essa
avaliacdo seria mais Util em definir a habilidade da bactéria em colonizar a rizosfera
do que qualquer das outras varidveis analisadas.

Ainda ndo hd metodologia plenamente aceita — e estabelecida — para avaliar
seguramente a colonizacdo radicular pelas RPCPs. Um dos motivos dessa dificuldade
reside, provavelmente, no fato ébvio de que o grupo bacteriano englobado pela
designacdo rizobactérias promotoras do crescimento de plantas é muito grande. Com
o objetivo de definir um método prdtico para avaliar a colonizacéo radicular por
RPCPs - e, assim, agilizar a selecdo de isolados eficientes — Sottero et al. (2006)
testaram 64 isolados de bactérias do grupo fluorescente do género Pseudomonas.
Trabalhando com plantulas cultivadas em tubos de ensaio, os autores observaram
que a presenca de névoa em volta do colo indicava a presenca das bactérias naquela
rizosfera, o que propuseram como um critério para a selecdo prévia de isolados
bacterianos.

Nao hd, todavia, muitas informacgdes sobre as interacdes de populacoes
microbianas na rizosfera, particularmente sobre as RPCPs. Um fator a complicar estudos
desse tipo é o fato de que o solo ndo é um habitat uniforme: pelo contrdrio, ocorre um
grande ndmero de diferentes habitats, em locais muito préximos uns dos outros. Na
verdade, uma populacéo microbiana néo estdé homogeneamente distribuida pelo
solo, mas existe como subpopulacées distintas nos poros do solo, freqientemente
isoladas dos outros membros da populacéo total (Scott et al., 1995).

E dificil precisar todos os fatores que podem interferir com a microbiota nativa
do solo, mas entre eles estdo fatores abidticos, como a estrutura e textura do solo —em
relac@o ao conteddo de umidade e de nutrientes -, a aeracdo e os valores de pH, e
bidticos, como a prépria microbiota indigena do solo, bactérias de inoculantes
adicionados e as plantas (Shishido & Chanway, 1998). E fécil ver que a influéncia de
cada um desses fatores tem inGmeros desdobramentos. Por exemplo, o genétipo da
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planta afeta a exsudag@o radicular, sustentando comunidades microbianas diferentes
ndo s6 para cada espécie vegetal (Gu & Mazzola, 2001) como para cada variedade
dentro de uma mesma espécie (Rengel et al., 1998). Além disso, a mesma espécie
vegetal pode estimular comunidades microbianas diversas entre um local e outro, o
que leva a respostas diferentes & inoculacdo de um mesmo isolado promotor de
crescimento (Chanway et al., 2000).

No Brasil, Coelho et al. (2007) detectaram que a rizosfera de alface favoreceu
o crescimento de bactérias fluorescentes do género Pseudomonas, em comparacdo
com o crescimento de Bacillus spp., que néo foi beneficiado. Esse favorecimento foi
detectado por comparacéo da rizosfera de alface com a de chicéria (Cicorium endivia),
rcula (Eruca sativa), salsa (Petrosolium sativum) e tiririca (Cyperus rotundus). Apenas
a rizosfera de alface teve esse efeito de favorecimento. No entanto, a diversidade
tanto de Bacillus spp. quanto de Pseudomonas spp. ¢ influenciada pela rizosfera em
que se desenvolvem (Coelho, 2006). A mesma concluséo chegaram Freitas & Aguilar-
Vildoso (2004), em trabalho com trés espécies citricas (Citrus spp.).

Numa tentativa de caracterizar a diversidade da comunidade microbiana,
Marschner et al. (2001) utilizaram-se de perfis 16S do rDNA para examinar o efeito
da espécie de planta, tipo do solo e regido da raiz sobre a estrutura da comunidade
bacteriana na rizosfera. Compararam 3 espécies de plantas - gréo de bico, nabo e
sorgo - , em 2 regides da raiz — extremidade radicular e regido de raizes maduras —,
em3 solos - arenoso, argilo-arenoso e argiloso - com suplementacéo de N ou sem o
nutriente. Obtiveram um grande ndmero de bandas comuns as 3 espécies de plantas,
regides da raiz e tipos de solo, mas com intensidades relativas das bandas varidveis,
denotando populacées de tamanhos diferentes. A suplementacéo com nitrogénio ndo
alterou a comunidade microbiana, o que os autores consideraram surpreendente.
Aventaram a hipétese de o nitrogénio néo ser limitante nos solos estudados, motivo pelo
qual sua adicdo ndo afetou as comunidades rizosféricas. Todavia, nos trés solos, a
composicdo da comunidade rizosférica foi espécie-especifica, o que pode ser explicado
pela variacéo na quantidade e composicdo quimica dos rizodepésitos. A composicéo
da comunidade rizosférica foi afetada pelo tipo de solo, regido da raiz e interacdes
entre essas varidveis. A importancia relativa dessas varidveis diferiu com a espécie de
planta. Segundo os autores, “a importéncia relativa do tipo de solo sobre a estrutura da
comunidade microbiana continua uma questao dificil e nenhum principio geral emergiu
ainda. Comparacdes de diferentes solos requerem consideracdo de muitas varidveis,
incluindo diferencas entre nutrientes minerais, textura do solo, pH e matéria orgénica,
estrutura fisica e histéricos de manejo”. Semelhantemente, Freitas et al. (2003) chegaram
a concluséo de que havia envolvimento da fertilidade do substrato na promocéo do
crescimento de alface por isolados do grupo fluorescente do género Pseudomonas.

Passado muito tempo durante o qual as bactérias do grupo fluorescente do
género Pseudomonas foram extensivamente estudadas como RPCPs, mais recentemente
outros géneros bacterianos voltaram a ser estudados como promotores de crescimento,
a semelhanca do que se fazia na URSS em meados do século XX. Como exemplo
disso pode-se citar o trabalho de Antoun et al. (1998), em que 266 isolados de
bactérias dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium foram testados como promotores
do crescimento em nabo.
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Pesquisaram a producdo de sideréforos, dcido cianidrico e dcido indolacético
e a solubilizacdo de fosfatos pelos isolados, concluindo que ndo houve correlacdo
entre as caracteristicas avaliadas in vitro e a capacidade de promocéo do crescimento.
No entanto, apresentam uma série de vantagens do uso de bactérias dessas géneros,
como a disponibilidade de tecnologias de producéao de inéculo e de inoculagéo e o
fato de que a genética dessas bactérias tem sido intensivamente estudada, tornando
disponiveis todas as ferramentas genéticas necessdrias.

Ovutras espécies bacterianas - Comamonas acidovorans, Agrobacterium sp. e
Alcaligenes piechaudii - foram avaliadas quanto & producéo de horménios responsdéveis
pela elongacéo de raizes, mas trabalhos nessa linha ainda continuam longe de
possibilitar aplicacdo prética dos resultados a que chegam. Ha& que se ressaltar,
entretanto, que alguns horménios podem ter papel ndo sé no crescimento em si mas
na percepcdo e transducdo de sinais ambientais (Barka et al., 2000). E possivel que
esse fendmeno pudesse estar envolvido nos beneficios obtidos pela inoculacdo conjunta
de Bradyrhizobium japonicum e isolados de Serratia liquefaciens e Serratia
proteamaculans em soja (Dashti et al., 1998): houve aumento na massa de nédulos
por planta e antecipacdo do inicio da fixacdo do nitrogénio, resultando em aumento
no nitrogénio fixado.

E preciso ressaltar que, independentemente da elucidacdo dos motivos da
variabilidade, os trabalhos com RPCPs tém continuado com todo o vigor. Hé trabalhos
inclusive com o controle de nematéides, que causam danos significativos a muitas
culturas. Nessa linha, Siddiqui & Mahmood (1999) mencionam a existéncia de bactérias
que agem como parasitas, cujo emprego como agente de controle biolégico é facilitado
pela especificidade entre parasita e nematéide hospedeiro, e de bactérias ndo parasitas,
cujo efeito seria pela regulacéo da producédo de metabdlitos que reduzem a eclosdo
dos ovos e a atracdo das larvas pelas raizes ou pela degradacdo de exsudatos
radiculares especificos que controlam o comportamento dos nematéides. Em trabalho
posterior, o mesmo grupo de pesquisadores (Siddiqui et al., 2001) relatou a obtencdo
de um isolado de Pseudomonas spp. que promoveu o crescimento e diminuiu a
multiplicac@o e a manifestacdo do nematéide Meloidogyne incognita em tomateiro,
num sistema com inoculacdo da bactéria em presenca de adubo orgénico e de DAP
(fosfato de diaménio), recomendado como uma forma de manejo cultural para diminuir
a incidéncia do problema.

Um dos poucos relatos mais recentes do uso comercial de inoculantes com
RPCPs vem de um grupo de pesquisadores cubanos (Rodriguez & Fraga, 1999), pelo
qual bactérias da espécie Burkholderia cepacia seriam utilizadas como inoculantes
para solubilizacdo de fésforo em cultivos agricolas. Mesmo nesse caso, entretanto,
ha relatos de variabilidade de resultados, o que ocasionou a recomendacédo de que
seja tentada a manipulacdo genética para dar mais estabilidade ao cardter. Mas hé
questionamentos ao uso dessa espécie como promotora de crescimento, G que causa
graves infeccées em humanos (Holmes et al., 1998).

Até pela forte possibilidade, jé discutida, de que a interacdo com a microbiota
nativa seja fator a afetar a atuac@o de rizobactérias, o uso de RPCPs deve ser facilitado
em sistemas de manejo que contemplem algum tratamento do substrato, facilitando o
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estabelecimento do microrganismo inoculado. Um sistema que vem sendo aplicado
ha muito em alguns paises é a solarizacdo, descrita por Katan et al. (1976). Nesse
sistema o solo Umido é submetido a temperaturas altas, pela concentracéo do calor
por meio de lencéis pldasticos aplicados sobre ele. As altas temperaturas atingidas
levam & eliminacdo de um grande nimero de patégenos, pragas e plantas daninhas
(Ghini, 1997). Essa prdtica poderia facilitar a sobrevivéncia da RPCPs aplicadas ao
solo, conforme aventam Gamliel & Stapleton (1993) para Bacillus spp. e isolados
fluorescentes do género Pseudomonas. No Brasil, Sinigaglia et al. (2001) aplicaram
com sucesso a técnica da solarizacdo para controle de Sclerotinia minor e Rhizoctonia
solani em alface, em dreas comerciais de producéo.

Ja foi comprovado que a alteracéo da microbiota nativa por variacées drdsticas
em fatores abiéticos pode interferir favoravel ou desfavoravelmente no desempenho
de RPCPs: Shishido & Chanway (1998) observaram que processos de armazenamento
e congelamento de solos alteraram as respostas de abeto & inoculacdo de
Pseudomonas spp. e Bacillus spp., mas ndo conseguiram definir se os processos de
armazenamento diminufram a competicéo — do que resultou promocéo do crescimento
— ou eliminaram algum microrganismo que trabalhasse associado as RPCPs ou
patégeno subclinico — do que néo resultou promocéo do crescimento. Né&o se deve
esquecer, entretanto, que a alteracéo da microbiota nativa pode levar a conseqiiéncias
desfavoraveis: Os & Ginkel (2001) testaram os efeitos da inundacédo, fumigacdo e
esterilizacdo do solo por calor sobre a ocorréncia de podriddo causada por Pythium
em bulbos de Iris, uma planta florifera. Observaram que o solo que néo fora submetido
a nenhum desses tratamentos é que apresentou os menores indices de doenca, levando
os autores a concluir que a microbiota nativa, eliminada pelos diferentes processos,
era responsdvel pela supressividade & doenca. Um dos caminhos sugeridos para a
pesquisa com RPCPs, pois, é o seu emprego em sistemas em que as causas de sua
variabilidade possam ser, pelo menos em parte, mais bem controladas. Os tratamentos
do solo, quaisquer que sejam, podem eliminar parcialmente a microbiota nativa, mas
o sucesso da inoculacdo com uma rizobactéria estd condicionado ou & manutencdo
de uma comunidade benéfica ao microrganismo inoculado ou & eliminacdo da
comunidade a ele antagénica. Esses problemas seriam minimizados, entretanto, se
as RPCPs forem endofiticas, conforme sugerido por Chanway et al. (2000) para a
inoculacdo de espécies florestais em viveiros de mudas.

Um capitulo & parte nas pesquisas com RPCPs no final do século XX e
inicio do XX| tem sido a hipétese de que tais organismos atuem como indutores de
resisténcia a patégenos e pragas. Na verdade, esse campo de estudos tem
progredido rapidamente, com trabalhos bem sucedidos desenvolvidos em
condicoées de campo (Murphy et al., 2000).

Resisténcia sistémica induzida (RSI) é definida como um aumento da capacidade
defensiva da planta contra um largo espectro de patégenos e pragas que é adquirida
apés estimulacdo apropriada (Ramamoorthy et al., 2001). Assim, o tratamento de
sementes com RPCPs resulta em modificagdes na estrutura da parede celular e a
mudancas biogquimicas e fisiolégicas, que levam & sintese de proteinas e substéncias
quimicas envolvidas em mecanismos de defesa das plantas.
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Muitas enzimas de plantas estdo envolvidas em reacées de defesa contra
fitopatégenos, incluindo enzimas oxidativas, como peroxidase (PO) e polifenol oxidase
(PPO), que agem catalisando a formagdo de lignina, e outros fendis oxidativos, que
contribuem para a formacdo de barreiras defensivas, reforcando a estrutura celular

(Chen et al., 2000).

A inducdo de resisténcia por RPCPs parece ser um fenédmeno de ampla
ocorréncia: existem, por exemplo, relatos de inducéo de resisténcia a patégenos,
como Pythium em abdbora (Chen et al., 2000 e Ongena et al., 2000) e em pepino
(Bernardes, 2006) e Rhizoctonia solani em arroz (Nandakumar et al., 2001); hé relatos
de efeito contra virus em tomateiro (Murphy et al., 2000 e Zehnder et al., 2000).

O contato com os patégenos induz a planta a produzir substéncias de defesa
contra os invasores, de maneira semelhante ou néo & induzida por RPCPs (Chen et al.,
2000). Ainda que esse conhecimento & seja bem antigo (Chester, 1933, citado por
Ramamoorthy et al., 2001), os mecanismos pelos quais a protecdo é induzida
comecaram a ser desvendados bem mais recentemente. A protecéo tanto pode ocorrer
por reforco nas barreiras fisicas contra o patégeno — como a producéo de lignina
(Chen et al., 2000) — quanto por aumento na sintese de enzimas e metabdlitos com
atividade antifingica (Ongena et al., 2000). Isolados de Pseudomonas fluorescens
tiveram eficdcia compardvel & do fungicida carbendazim, recomendado para o
controle de Rhizoctonia solani em arroz (Nandakumar et al., 2001). E claro que esses
modos de acdo estdo relacionados a doencas fungicas; a protecdo contra doencas
causadas por virus necessita de explicacées, embora jd tenha sido empregada com
sucesso em experimentos em campo, com diminuigéo na incidéncia da doenca e com
aumento na producdo de tomateiros (Zehnder et al., 2000). Existem isolados que
conferem protecdo contra mais de um patégeno, as vezes em mais de uma cultura.
Buscar tais isolados seria muito importante (Ramamoorthy et al., 2001).

A semelhanca de outros autores (Barka et al., 2000; Chanway et al., 2000;
Sturz & Nowak, 2000), Ramamoorthy et al. (2001) afirmam que o uso de bactérias
endofiticas como agentes de RSI é mais benéfico em plantas que se propagam
vegetativamente, como banana, cana de acicar e mandioca, |d que a bactéria se
propagaria para o érgéo vegetativo utilizado para a propagacéo, evitando novas
inoculacdes. O fato de as bactérias serem endofiticas obviaria, pelo menos
parcialmente, aos problemas originados da competicdo com a microbiota indigena,
o que deve fazer crescer as pesquisas com tais microrganismos.

Além do uso de RPCPs como indutoras de resisténcia sistémica a doencas em
plantas, descortinam-se atualmente algumas perspectivas quanto ao seu emprego em
cultivos agricolas. Depois de muito estudo sobre interacées especificas com
microrganismos simbidticos e com os patégenos, desenvolveu-se uma consciéncia da
complexidade das interacdes rizosféricas, envolvendo tanto fungos micorrizicos quanto
ndo micorrizicos, patogénicos e ndo patogénicos, bactérias, benéficas e patogénicas,
além da proépria planta e do solo circunjacente, e disso ndo poderdo se esquivar os
pesquisadores doravante. Né&o é mais possivel estudar apenas o microrganismo
isolado, sem levar em conta a complexidade do habitat em que deverd se estabelecer.
Atkinson & Watson (2000) descrevem as conclusdes de um encontro, nos Estados
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Unidos, para o Estabelecimento de uma Rizosfera Benéfica, em 1998, em que
identificaram que um dos aspectos mais importantes de uma rizosfera estabelecida é
a presenca de uma comunidade microbiana complexa e substratos organicos liberados
das raizes. Relacdes benéficas, patogénicas e neutras sdo reguladas por complexos
sinais moleculares que ocorrem ai. Nesse aspecto estdo de acordo com Antoun et al.
(1998), que dizem que uma das necessidades de pesquisa no futuro préximo é o
estudo das trocas de sinais entre plantas e bactérias.

Os estudos, na grande maioria, ainda t&m sido desenvolvidos em casa de
vegetacdo, mas uma necessidade premente sdo os trabalhos em campo (Siddiqui &
Mahmood, 1999). Tal fato parece jG bem definido, uma vez que, na grande maioria dos
artigos, relata-se ndo haver correlacdo entre o comportamento dos microrganismos in
vitro ou em casa de vegetacdo e no campo (Freitas & Pizzinatto, 1997; Jiemba & Alexander,
1999; Cattelan et al., 1999, entre muitos outros). Assim, um caminho que vem sendo
cada vez mais considerado é a definicdo de sistemas de manejo, de modo a facilitar o
estabelecimento de microrganismos benéficos, em vez de simplesmente tentar introduzir
um microrganismo num habitat que, muito provavelmente, | estd em equilibrio. Como jé
se provou que a rotacdo de culturas e o manejo de residuos influenciam populacdes
microbianas do solo, podem-se selecionar sistemas de producdo que favorecam o
desenvolvimento de microrganismos benéficos, como, por exemplo, a manipulacéo de
exsudatos — pela escolha adequada de cultivares vegetais — que favoreceriam a espécie
de interesse ou o isolado introduzido (Sturz & Nowak, 2000). Por esse motivo, Sturz &
Nowak (2000) sugerem que seqiiéncias de culturas podem favorecer o estabelecimento
de associacées vantajosas de populacdes endofiticas bacterianas, levando ao
desenvolvimento e manutencéao de alelopatias benéficas hospedeiro-endéfito. A utilizacao
de rizobactérias em sistemas de produc@o de cultivos sustentdveis requererd estratégias
para criar e manter populacdes bacterianas benéficas dentro das culturas (endéfitos) e
também nos solos em voltas dessas culturas. Como & foi dito neste capftulo, o emprego
de microrganismos endofiticos pode obviar problemas de competicdo na rizosfera.

E claro que nada disso impede a busca por isolados bacterianos promotores do
crescimento ou eficientes agentes de controle biolégico de fitopatégenos. No entanto, é
mais provavel que a maioria dos eventos de controle biolégico que ocorram naturalmente
seja resultado de mistura de antagonistas e ndo de um Unico isolado. Porisso, misturas de
isolados selecionados podem ter melhor resultado que a aplicacéo de um sé (Ramamoorthy
et al., 2001). Outro aspecto cuja pertinéncia parece maior a cada momento em que o
conhecimento — e o eventual controle — do genoma de inUmeros espécies galga com
rapidez degraus cada vez maiores é a manipulacéo genética. Seria desejavel considerar
as bactérias no melhoramento de plantas, isto €, usar no melhoramento plantas jG@ com
capacidade como hospedeiras de bactérias benéficas (Sturz & Nowak, 2000). Com isso
concordam Rodriguez & Fraga (1999), para quem a manipulacéo genética é importante
e deve ser executdvel, na prdtica, dirigindo-a para a maior estabilidade do cardater
considerado. Segundo Atkinson & Watson (2000), relatando as conclusdes do Encontro
para o Estabelecimento de uma Rizosfera Benéfica, um dos desafios-chave para o futuro
serd ligar a dindmica das populacdes rizosféricas, que #m sido melhor entendidas, com a
dindmica dos sistemas planta-raiz e sua longevidade. Disso depende o sucesso na
inoculac@o de microrganismos em plantas e o manejo de microrganismos rizosféricos.
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Capitulo 2

A Microbiota do Solo na Agricultura Orgdnica
e no Manejo das Culturas

Faustino ANDREOLA (1) e Silvana Aparecida Pavan FERNANDES (2)

1. Introdugéo

Os microrganismos sdo responsdveis pelos processos de mineralizacéo,
representando eles proprios uma quantidade considerdvel de nutrientes potencialmente
disponiveis para as plantas.

Os nutrientes armazenados na biomassa microbiana podem atingir valores
equivalentes a 100 kg de nitrogénio, 80 kg de fésforo, 70 kg de potdssio e 11 kg de
célcio por ha. Como a biomassa dos microrganismos é reciclada cerca de 10 vezes
mais rapidamente que a fracdo organica morta do solo, tem-se que a quantidade de
nutrientes presentes nas células dos microrganismos é muito significativa perante a
ciclogem de nutrientes em todo o ecossistema. O fluxo de N e P, via biomossq
microbiana, pode alcancar valores equivalentes a 40 e 10-20 kg ha ano
respectivamente (Holtz & S&, 1995). Em condicées ideais, a microbiota do solo permite
que os nutrientes sejam, gradualmente, liberados para a nutricéo das plantas, sem
perdas por lixiviagdo. A diminuicdo da microbiota do solo prejudica a fixacéo
tempordria dos nutrientes, incrementando suas perdas e resultando no empobrecimento
do solo (Hungria et al., 1997).

Em ecossistemas climax, a microbiota encontra-se em equilibrio com o solo,
mantendo assim a sua biodiversidade. Todavia, toda e qualquer interferéncia do homem
sobre aquele ecossistema resulta em quebra do equilibrio e importantes alteracées na
microbiota podem ocorrer, nem sempre benéficas.

Desse modo, o uso de prdticas agricolas, como as que permitem a cobertura
vegetal do solo, a incorporacéo de restos vegetais, a adubacao orgénica, a rotagéo
de culturas, o emprego de himus de minhoca e outras, incluindo dentro desse contexto
o plantio direto, pode resultar na melhoria da produtividade associada com qualidade
e sustentabilidade.

(1) Pesquisador, Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina S.A., Av. Servidao Ferdinando
Tusset, 2s/n, Caixa Postal — 791, CEP - 89801-970, Chapecd, SC. E-mail: andreola@epagri.rct-sc.br;
(") Pés-graduanda, Departamento de Ciéncia do Solo, ESALQ/USF, Caixa Postal-9, 13418-900, Piracicaba, SP
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A sustentabilidade de sistemas agricolas pode ser definida como “o manejo
adequado dos recursos para satisfazer as necessidades do homem, mas mantendo
ou melhorando a qualidade do ambiente e os recursos naturais” (Hungria et al.,
1997; Primavesi, 1997; Ambrosano, et al. 2000). Portanto, cabe aos profissionais da
drea dar ao solo o melhor manejo possivel, permitindo a manutencéo da atividade
microbiana e, conseqUentemente, os niveis de fertilidade do solo.

2. Microbiota do Solo

O solo é constituido das fracdes organica e inorgénica (rochas e minerais) e é
habitado por inUmeras espécies, formando um ecossistema.

Os microrganismos fazem parte do solo de maneira indissocidvel, sendo
responsdveis por inUmeras reacdes bioquimicas relacionadas ndo sé com a
transformacéo da matéria orgénica, mas também com o intemperismo das rochas.
Assim, os microrganismos do solo desempenham papel fundamental na génese do
solo e ainda atuam como reguladores de nutrientes, pela decomposicéo da matéria
orgdnica e ciclagem dos elementos, atuando, portanto, como fonte e dreno de nutrientes
para o crescimento das plantas.

Os microrganismos do solo, também chamados coletivamente de
microbiota, s@o representados por cinco grandes grupos: bactérias, actinomicetos,
fungos, algas e protozodrios. Apesar de constituirem somente 1 a 4 % do carbono
total e ocuparem menos de 5 % do espaco poroso do solo, a diversidade e a
quantidade dos microrganismos é bastante elevada. Entretanto, como o solo é
normalmente um ambiente estressante, limitado por nutrientes, somente 15% a
30% das bactérias e 10% dos fungos encontram-se em estado ativo. Os
componentes microbianos vivos do solo sGo também denominados de biomassa
microbiana e as bactérias e fungos respondem por cerca de 90% da atividade
microbiana do solo.

De uma maneira geral, os microrganismos estdo envolvidos em vdrios processos
de grande interesse agronémico, particularmente no que se refere & agricultura orgénica
e & rotagdo de culturas. Dentre os processos podem ser destacados: a) decomposicdo
e ressintese da matéria orgdnica, b) ciclagem de nutrientes, c) as transformacoes
biogquimicas especificas (nitrificacéo, desnitrificacdo, oxidacdo e reducdo do enxofre),
d) fixacao biolégica do nitrogénio, e) a acdo antagdnica aos patdgenos, f) producdo
de substancias promotoras ou inibidoras de crescimento, entre outros.

3. Agricultura Orgénica

3.1 Definicoes

A agricultura organica da atualidade representa a fuséo de diferentes correntes
de pensamento. Basicamente, podemos agrupar o movimento orgénico em quatro
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grandes vertentes: agricultura biodindmica, biolégica, orgénica e natural (Ehlers, 1999;
Darolt, 2000; Ambrosano et al., 2000). Em complemento, o quadro 1 apresenta os
principios basicos e particularidades dessas correntes de pensamento que originaram
os métodos de producéo.

Nos anos 70, o conjunto dessas correntes passou a ser chamado de agricultura
alternativa. Esse termo surgiv em 1977, na Holanda, quando o Ministério da
Agricultura e Pesca publicou um importante relatério, contendo a andlise de todas
as correntes ndo convencionais de agricultura, que foram reunidas sob a
denominagdo genérica de agricultura alternativa. Por fim, j@ no final dos anos 80 e
durante a década de 1990, o conceito amplamente difundido foi o de agricultura
sustentdvel ( Hileman, 1990).

De acordo com a literatura, pode-se dizer que a maioria das definicdes de
agricultura sustentdvel transmite uma visdo que garanta: a manutencdo a longo prazo
dos recursos naturais e da produtividade agricola; o minimo de impactos adversos ao
ambiente; um retorno adequado aos produtores; a otimizacdo da produgéo com um
minimo de insumos externos; a satisfacéo das necessidades humanas, atuais e futuras,
de alimento e renda e o atendimento das necessidades sociais das familias e das
comunidades rurais (Ehlers, 1999; Darolt, 2000).

Em sintese, destaca-se que o ponto comum entre as diferentes correntes que
formam a base da agricultura orgénica é a busca de um sistema de producéo sustentével
no fempo e no espaco, mediante o manejo e a protecdo dos recursos naturais, sem a
utilizacdo de produtos quimicos agressivos & sadde humana e ao meio ambiente,
mantendo o incremento da fertilidade e a atividade microbiana dos solos, a diversidade
biolégica e respeitando a integridade cultural dos agricultores (Darolt, 2000).

3.2 Diversificagdo e Integragdo de Sistemas

A agricultura orgénica entende a producdo como sujeita aos processos
ecoldgicos, ou seja, os campos de cultura estéo sujeitos a ciclos de nutrientes, interacéo
de pragas e predadores, competic@o entre culturas e plantas invasoras; o entendimento
dessa dindmica complexa é a chave de um manejo eficiente. Os sistemas mais
diversificados apresentam processos ecoldgicos mais completos do que aqueles
altamente simplificados, como os sistemas convencionais e em particular os
monocultivos (Darolt, 2000, Primavesi, 1997).

A diversificacéo da agricultura pode ser alcancada com um manejo que utilize
o policultivo, sistemas agroflorestais, rotacées de culturas, cultivos de cobertura, cultivo
minimo, uso de composto e esterco, adubacdo verde, mdxima reciclagem de matéria
orgénica, utilizacéo de himus de minhoca e outras préticas que podem colaborar em
muito como o plantio direto, a integracéo de agricultura e pecudria de grandes e
pequenos animais, a piscicultura e a recuperacdo de matas de refigios. Esse tipo de
manejo potencializa a reciclagem de nutrientes, melhora o microclima local, diminui
patégenos e insetos-praga, elimina determinados contaminantes e conserva melhor a
fertilidade do solo e a qualidade da dgua ( Primavesi, 1997; Darolt, 2000, Ambrosano
et al., 2000).
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A utilizacéo de leguminosas na agricultura, por sua caracteristica de apresentar
simbiose com rizébio e fungos micorrizicos e grande capacidade de exploracdo do
solo, é de fundamental importéncia tanto para o equilibrio biolégico como para a
reciclagem de nutrientes. Com isso, hd maior equilibrio nutricional das plantas e maior
resisténcia do sistema, ao aparecimento de pragas e doencas (Holtz & S4, 1995;
Ambrosano et al., 2000).

Dentro do contexto de uma agricultura menos agressiva ao meio ambiente,
tem-se a adubacdo verde. Com tal prdtica é possivel recuperar a fertilidade do
solo, proporcionando aumento do teor de matéria orgdnica, da capacidade de
troca de cdtions e da disponibilidade de macro e micronutrientes; formacéo e
estabilizacdo de agregados; melhoria da infiltracéo de dgua e aeracdo; diminuicdo
divturna da amplitude de variacdo térmica; controle dos nematéides e, no caso das
leguminosas, incorporacdo do nitrogénio ao solo pela fixacéo biolégica (Ambrosano

et al., 2000).

As relacdes simbidticas mutualisticas com fungos, como por exemplo as
micorrizas, sGo associacdes fundamentais na agricultura orgénica. De modo geral, a
micorrizacdo resulta na acdo direta do fungo na absorcdo de nutrientes e indireta na
fixacdo biolégica de nitrogénio, mineralizagdo e/ou solubilizagéo de nutrientes na
micorrizosfera, além de atuar na protecéo contra fungos patogénicos (Silveira, 1992).

A crescente preocupagéo com o impacto ambiental da exploracéo agricola tem
estimulado a adogdo de sistemas conservacionistas de manejo do solo. O plantio direto,
associado ao retorno de residuos culturais, tem evoluido sensivelmente dentro do conceito
de sistema conservacionista. Alguns pontos tém sido freqiientemente considerados como
relevantes nesse sistema: reducdo sensivel das perdas de solo por eroséo, aumento da
matéria organica e da fertilidade do solo e menor custo de producdo em relacéo ao
preparo convencional (S&, 2001).

Os sistemas conservacionistas de manejo do solo influenciam a distribuicéo
horizontal e vertical da biota do solo (Arshad et al., 1990). Da mesma forma, a taxa
de adicdo e os tipos de residuos culturais mantidos na superficie do solo alteram a
atividade da biomassa microbiana do solo (Franzluebbers et al., 1994).

4. Manejo das Culturas

4.1 Sistemas de manejo e a microbiota do solo

Até pouco tempo atrds, mais especificamente no auge da chamada “revolucdo
verde”, os métodos de manejo do solo ou de culturas ndo consideravam a microbiota
do solo, com excecdo daqueles microrganismos que formam simbiose.

A contribuicéo dos microbiologistas de solo era pouca em decorréncia de que
trabalhos levados a efeito com éxito em laboratério nGo tinham a mesma
reprodutibilidade no campo. Todavia, o que se observa atualmente é uma tendéncia
em sentido contrdrio, ou seja, o uso cada vez maior de adubacéo orgénica, adubacdo
verde, prdticas de manejo (plantio direto, cultivo minimo, preparo reduzido), rotacéo
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de culturas, entre outros, com o intuito de melhorar cada vez mais o ambiente do solo
a fim de que um equilibrio entre as populacées de organismos do solo se estabeleca
e seja mantido, com vantagens para a sustentabilidade da agricultura.

No solo a matéria orgénica é acumulada por meio da biomassa e detritos
orgénicos. Em ecossistemas equilibrados os niveis de matéria orgénica séo
determinados pelo balanco da producéo de biomassa, estabilizacdo de detritos e a
mineralizacdo dos materiais organicos. Quando esse balanco é rompido pela
infroducéo de praticas agricolas ou mudancas no sistema de cultivo que alterem os
padrées de producdo primdrios, bem como a estabilizacéo e perda de matéria
orgénica, os contetdos de matéria organica do solo sdo modificados. Estes, por
sua vez, alteram a estrutura das comunidades e por conseqiéncia a atividade
microbiana do solo. Isto porque existe uma estreita relacdo entre matéria organica
(quantidade e qualidade) e a biomassa microbiana do solo (Cattelan & Vidor, 1990;

Ruedell, 1995).

Follet & Schimel (1989) avaliaram a alteragéo da biomassa microbiana do
solo submetido ao manejo com plantio direto, preparo com cobertura morta e pousio.
Verificaram que apés dezesseis anos os niveis de biomassa microbiana decresceram
para 57, 52 e 36 % para plantio direto, cobertura morta e pousio, respectivamente,
em relacdo & pastagem nativa. A atividade microbiana, medida em laboratério pelo
desprendimento de CO , mostrou a mesma tendéncia, ou seja, declinou com o
aumento da intensidade de preparo. Segundo os autores, o aumento da infensidade
de preparo diminui a habilidade do solo em imobilizar e conservar N no solo.

Balota et al. (1998), em experimento que vinha sendo realizado hé doze anos,
avaliaram durante trés anos a biomassa e a atividade microbianas de um solo
submetido a diferentes sucessées de cultura nos sistemas de plantio direto e
convencional. Os autores verificaram que as sucessdes praticamente ndo alteraram a
biomassa nem a atividade microbiana. Entretanto, observaram que no sistema de
plantio direto a biomassa microbiana foi bem maior que no sistema convencional.
Observaram também que no sistema de plantio direto houve menor perda de carbono
via respiracéo, indicando com isso a possibilidade de aumento do estoque de carbono
em longo prazo.

Avaliando a biomassa microbiana e a atividade da desidrogenase no solo
submetido a diferentes sucessdes nos sistemas de plantio direto e convencional,
Fernandes (1995) obteve valores de biomassa microbiana no plantio direto 42%
superiores em relacéo ao plantio convencional. Na soja em rotacdo, houve um
incremento de 23% no valor de biomassa microbiana, em relacdo & soja continua. A
atividade da desidrogenase do solo seguiu a mesma tendéncia dos valores obtidos
para biomassa microbiana, obtendo-se uma correlacéo significativa entre ambas.

Scholles & Vargas (2000) utilizando diferentes preparos do solo (convencional,
reduzido e plantio direto), duas sucessées de culturas, duas profundidades de
amostragem do solo (0-5 e 5-15 cm) em quatro épocas, verificaram que tanto a
biomassa quanto a atividade microbianas apresentaram maiores valores na camada
de 0-5 cm, no sistema de plantio direto e reduzido e na sucessdo aveia preta +
ervilhaca/milho + caupi (Vigna sinensis).

26



A microbiota do solo na agricultura
orgdnica e no manejo das culturas

4.2 Alteragdes da Microbiota Causadas pelo Manejo

Desde que se conseguiu produzir economicamente sem revolver o solo, isto &,
no sistema plantio direto, alguns atributos fisicos e quimicos apresentaram-se diferentes
daqueles encontrados no sistema convencional. Tais atributos, sendo alterados, causam
alteracées na dindmica das populacées de microrganismos do solo.

O principal atributo fisico alterado, quando se migra do sistema convencional
de preparo do solo para o sistema de plantio direto, é a densidade do solo (Doran,
1980; S&, 2001). Esta sofre um aumento resultante principalmente do trafego das
mdquinas na superficie do solo. Esse aumento resulta de uma diminuicdo de macroporos
e aumento de microporos no solo. Isso leva a maior retencéo de dgua no solo e sua
permanéncia por um periodo mais longo. Em virtude disso, pode aumentar a
comunidade de microrganismos anaerdbios resultando, em termos préticos, em um
maior acumulo de matéria orgénica, porque em condicdes anaerdbias sua
decomposicdo é incompleta.

Jafoi observado que no sistema plantio direto ocorre um aumento no estoque
de carbono orgénico no solo em relacdo ao sistema convencional (Doran, 1980).
Esse aumento também foi acompanhado de um aumento da biomassa do solo sob
aquele sistema. O autor também verificou que houve alteracéo na estrutura da
comunidade, ou seja, aumentou consideravelmente as populagdes de microrganismos
denitrificadores e anaerébios facultativos.

No sistema de plantio direto a proliferacdo das raizes nas camadas superficiais
(mais ou menos 5 cm de profundidade) do solo é freqiientemente maior que aquele das
culturas implantadas em sistema convencional. Como a exsudagéo radicular fornece energia
e nutrientes para os microrganismos, a biomassa microbiana é maior no primeiro sistema.
Quando amostrado em maiores profundidades (25 cm), a biomassa tende a ser maior no
solo lavrado. Isso ndo é particularmente surpresa, porque, se a producéo de raizes € um dos
principais fatores determinantes da biomassa microbiana, a presenca das raizes em
profundidade tende a correlacionar-se com a biomassa ao longo do perfil (Lynch, 1984).

Vdrios trabalhos, entre eles os de Fernandes (1995), Ruedell (1995), Gassen
& Gassen (1996), Anghinoni & Salet (1998) e Scholles & Vargas (2000), relatam que
a fertilidade do solo é maior no sistema de plantio direto que no convencional,
especialmente nas camadas mais superficiais do solo. A fertilidade do solo estd
estreitamente relacionada com a matéria orgénica e a biomassa microbiana do solo

(Fernandes, 1995; Scholles & Vargas, 2000).

O uso de adubos orgénicos pode provocar alteracdes na microbiota. Indicando
essa tendéncia, pode-se citar o trabalho de Peacock et al. (2001), que encontraram
resposta na estrutura da comunidade microbiana do solo em decorréncia do uso de
adubo orgénico (fezes, urina e cama de vacas leiteiras estabuladas). Nesse trabalho,
a aplicacdo de adubo orgénico, por cinco anos, resultou em um aumento significativo
nos teores de carbono orgdnico e nitrogénio e na biomassa microbiana do solo. Além
disso, proporcionou alteracées na estrutura da comunidade microbiana. As préticas
que aumentam carbono no solo e proporcionam mineralizagéo lenta de nutrientes
podem resultar em uma maior e mais estdvel comunidade microbiana.
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O aumento da atividade biolégica decorrente do incremento da matéria organica
no solo pode, por conseqiiéncia, aumentar a estabilidade dos agregados em dgua.
Isto porque, além dos metabdlitos resultantes da atividade em si (Tisdall & Oades,
1982), as hifas fungicas atuam protegendo tais agregados (Lynch, 1984).

Kushwaha et al. (2001) verificaram correlacéo positiva da biomassa microbiana
do solo, nitrogénio total e carbono orgénico com os macroagregados. De acordo
com esses autores, a biomassa microbiana e seus metabdlitos unem os microagregados
com reflexos no aumento dos macroagregados do solo.

4.3 As Simbioses e o Manejo

Em geral, tem sido verificado que os microrganismos simbiontes, rizébio e
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) mostram melhor adaptacéo ao sistema de
plantio direto em relacdo ao sistema convencional.

Fontaneli et al. (2000) avaliaram a nodulacé@o da soja em quatro sucessoes
de culturas em sistema de plantio direto. Apds cinco anos, verificaram abundante
nodulacéo da soja independentemente do tfipo de cultura antecedente. No mesmo
sentido s@o as pesquisas de Campos et al. (2001) que avaliaram a eficiéncia de
estirpes de Bradyrhizobium na soja em sistema de plantio direto e ndo encontraram
resposta & inoculacdo.

Os autores concluiram que a auséncia de resposta da soja & prdtica de
inoculacdo pode ser atribuida as populacées naturalizadas de Bradyrhizobium, em
nimero adequado e eficiente, e as condicdes favoraveis & fixacdo bioldgica do
nitrogénio, como temperatura e umidade adequadas do solo, proporcionadas pelo
sistema.

A associacdo micorrizica também sofre influéncia do pré-cultivo e do manejo do
solo. Oliveira & Sanders (1999) observaram que nos tratamentos com solo nu e com
distdrbio mecénico houve reducéo na densidade de esporos de FMAs e na colonizacéo
radicular do feijoeiro. A colonizacéo foi maior nas parcelas anteriormente cultivadas
com cereais, especialmente no pré-cultivo com milho.

Pelo fato de fungos micorrizicos ndo se propagarem na auséncia de
hospedeiro, é natural que métodos de manejo que causem distirbio ao solo ou que
impecam o desenvolvimento de raizes hospedeiras causardo danos ao
desenvolvimento desses microrganismos.

J& se verificou aumento tanto na colonizacéo radicular quanto no nimero
de propdgulos de fungos micorrizicos no sistema de plantio direto em relacdo ao
convencional (McGonigle & Miller, 1993) ou em sistemas em que o solo seja menos
perturbado (McGonigle & Miller, 1996). Todavia, isso parece ndo ser uma regra e
depende muito da planta hospedeira, das espécies de fungos micorrizicos
predominantes e da especificidade. Isso pode ser observado no trabalho de Fernandes
(1995), onde foram encontrados valores maiores de colonizacdo de raizes da aveia
em plantio direto que no convencional; porém, na soja a colonizagéo foi semelhante
entre os sistemas.
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4.4 Rotagdo de Culturas e Mineralizagdo do N Orgénico

A rotacéo de culturas é uma prdtica recomendada para reduzir o potencial de
in6culo de patégenos para a cultura sucessora ou interromper o ciclo de determinadas
pragas. Essa pratica constitui-se num dos principais fatores determinantes da
sustentabilidade do sistema de plantio direto e da agricultura orgénica.

Na rotacéo de culturas, o tipo (leguminosa ou néo) e o destino (producdo de
gréos, de forragem ou de cobertura do solo/adubacéo verde) da cultura precedente,
influencia diferentemente a biomassa microbiana do solo. Isso porque os residuos culturais
so diferentes, tanto em quantidade quanto em qualidade.

Como visto anteriormente, ndo h& como dissociar a microbiota do solo da
matéria orgdnica e, no sistema de rotacéo de culturas, esta e o fornecimento de
nutrientes. Isto é particularmente importante para a disponibilidade de N (nutriente
requerido em grande quantidade) para a cultura que a sucede, uma vez que a
disponibilidade ¢ influenciada pela mineralizacéo e imobilizacdo do N contido nos
residuos orgénicos. Esses dois processos ocorrem simultaneamente e s@o levados a
efeito pela comunidade microbiana do solo, cuja atividade é alterada por vdrios
fatores, com destaque para a relacdo carbono/nitrogénio (C/N).

De acordo com Stevenson (1986) uma relacdo C/N maior que 30 leva a
imobilizacdo de N; entre 20 e 30 a mineralizagéo é igual & imobilizacdo e com C/N
menor que 20 predomina a mineralizacéo.

Isto posto, serdo discutidos alguns aspectos da rotacdo de culturas com base
na disponibilidade de residuos culturais aos microrganismos do solo e na possibilidade
de fornecimento de N para a cultura subseqiente.

Se uma graminea é cultivada para cobertura do solo ou para adubacdo
verde, na época do florescimento é manejada ( rolagem ou dessecacdo ou
incorporacéo ao solo). Nessa fase, apresenta uma relacdo C/N ao redor de 40
(Quadro 2). Essa relacéo, como visto anteriormente, é muito alta para uma adequada
mineralizagdo, podendo haver, pelo menos inicialmente, imobilizacdo do N
mineralizado. Dai, dependendo do tipo de cultura subseqiiente, pode haver deficiéncia
de N, mesmo havendo adequada quantidade desse nutriente (Quadro 2) passivel de
se tornar disponivel.

Situag@o assim foi encontrada por Ferro (1991) e Andreola (2001) que
observaram efeito negativo no rendimento do milho produzido depois que a aveia
preta foi cultivada para adubacéo verde. Aita et al. (1991) também obtiveram apenas
51% do rendimento do milho em relacéo & testemunha nitrogenada, depois que a
aveia preta foi cultivada para cobertura do solo e adubacéo verde.

O contrério tem sido observado com relacdo a leguminosas cultivadas apés a
aveia preta. Derpsch et al. (1985) encontraram efeito benéfico da aveia sobre o
rendimento do feijoeiro; Ferro (1991) obteve aumento de até 14% no rendimento da
soja e Scholles et al. (1983) observaram que a incorporacéo de palha de trigo ndo
afetou o rendimento da soja.

Portanto, uma graminea ou outra espécie que ndo fixa nitrogénio atmosférico,
quando cultivada apds uma graminea (alta relacdo C/N), tem que receber adubacéo
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nitrogenada para expressar todo o seu potencial produtivo. J& as leguminosas, ao
que tudo indica, néo séo afetadas, justamente pela sua caracteristica de fixar o N
atmosférico em associacdo com rizébio.

Se a graminea é cultivada para producéo de grdos ou de forragem para
fenacao ou silagem, néo se espera que o N se torne disponivel para a cultura seguinte.
A maior parte do N absorvido é retirada da drea quando os gréos sdo colhidos e
praticamente todo o N é removido quando o destino da cultura é a fenacéo ou a
silagem, permanecendo apenas aquele contido nas raizes (Salisbury & Ross, 1992).

Quadro 2. Producdo de matéria seca, quantidade de N absorvido e relacdo C/N de algumas espécies de
inverno utilizadas como adubo verde no Parand e Santa Catarina.

Relacdo
Espécies M. Seca N-abs. Fonte
C/N
kg/ha kg/ha
Aveia preta (graminea) 5580 - 28 m
7700 107 4] 2
8670 115 40 3)
Centeio (graminea) 3330 - 42 Mm
6200 60 40 2
6500 124 29 3)
Chincho (leguminosa) 2060 - 2 M
3900 105 14 ¥)
5910 108 25 3)
Ervilhaca (leguminosa) 2710 - 23 m
5000 170 1 2
6050 139 18 3)
Nabo forrageiro (crucifera) 4750 - 21 M
3500 81 14 2
7520 163 16 3)
Gorga (cariofilacia) 3800 62 23 2
5600 184 12 3)
Tremoco branco (leguminosa) 2710 - 23 m
6720 250 17 %)
Ervilha-forrageira (leguminosa) 3000 87 13 2
4810 102 14 (3)

Derpsch, 1985 citado por Monegat (1991); (2) Costa et al. (1992); (3) Monegat (1991)
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O Quadro 3 mostra a relacdo C/N da palha (residuo cultural) de algumas
gramineas. Nele pode-se observar uma relacdo C/N excessivamente alta, devendo ocorrer
mineralizacdo lenta e alta taxa de imobilizacdo. Porisso, se a cultura seguinte for graminea,
a adubacéo nitrogenada integral deve ser considerada. Se for leguminosa e formar simbiose
eficiente, aquela relacdo ndo terd efeito sobre o desenvolvimento da cultura.

O cultivo associado de uma graminea e uma ndo-graminea, para adubacéo
verde, pode proporcionar aumentos significativos nos rendimentos das culturas
subseqientes. Exemplos disso sdo os trabalhos de Ferro (1991), que cultivou aveia
preta associada com tremogo e obteve incrementos significativos nos rendimentos tanto
de milho quanto de soja; de Andreola et al. (1998a) que obtiveram em média 220 kg
ha' de gréos de feijdo a mais por causa do uso da aveia preta associada com nabo
forrageiro e, ainda, de Andreola (2001) que avaliou associacées entre gramineas (aveia
preta, centeio e triticale) e ndo-greamineas (nabo forrageiro, ervilhaca e gorga). O
Ultimo autor obteve aumentos significativos nos rendimentos de grdos de milho e de
feijao, cultivados subseqiientemente as associacdes. O fundamento desses fatos pode
ser visto no Quadro 2, em que a relacéo C/N das leguminosas utilizadas para adubacao
verde é bastante baixa. Na mistura com gramineas, o resultado é uma relacéo menor
que a da graminea e, portanto, mais favoravel & decomposicéo. Além disso a quantidade
de N acumulado pela leguminosa é bastante consideravel (Quadro 2).

Quadro 3. Relacdo C/N da palha (restos culturais) de algumas gramineas.

Espécie Relacdo C/N Fonte

Trigo 80 Lynch (1986)
Aveia preta 74 Tedesco (1983) (])
Milho 112 Costa etal. (1989)
Milho 86 Rowell (1994)

(W)Tedesco (1983) citado por Monegat (1991)

Quando se trata do uso de leguminosas como cobertura do solo ou adubacéo
verde, a literatura que mostra o efeito benéfico sobre a cultura subseqiiente, é bastante
farta (Fundacdo Cargill, 1984; Rosolem, 1987; Aita etal., 1991; Ferro, 1991; Andreola
etal., 1998b; Andreola, 2001). Nela verifica-se que, em alguns casos, a leguminosa
proporciona rendimento da cultura sucessora superior ao tratamento com dose integral
de N (Fundacéo Cargill, 1984; Aita et al., 1991; Kanthack et al., 1991); em outros
casos o fornecimento de N pela leguminosa é semelhante ao fornecido pela adubacao
mineral (Rosolem, 1987; De-Polli & Chada, 1989; Ferro, 1991; Andrecla et al., 1998b;
Andreola, 2001); porém, em outros casos ainda pode ser necessdria a adicdo de
doses complementares de N ( Baldissera e Scherer, 1991).

As diferencas acima apontadas podem ser causadas pelo manejo que se dé a
leguminosa ou a exigéncia nutricional da cultura sucessora. Nos Estados de Sao Paulo
(Fundacéo Cargill, 1984) e Rio de Janeiro (De-Polli & Chada, 1989), quando a mucuna
atinge o estadio de florescimento pleno, é incorporada ao solo ou entdo é cortada e
deixada na superficie do solo e o milho é semeado em seguida.
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Praticamente todo o N requerido pela cultura do milho provém da
decomposicéo da mucuna, pois as condicdes climdticas sdo favordveis. J& no Parand
(Calegari, 1991) e Santa Catarina (Baldissera & Scherer, 1991; Andrecla etal., 1998b),
onde o objetivo principal do cultivo da mucuna preta é a manutencao do solo coberto
durante o inverno, @ mucuna é manejada de forma diferente. Ou seja, a mucuna é
semeada entre as fileiras por ocasido do florescimento de milho. Apés a colheita do
milho, a mucuna continua vegetando, até a ocorréncia das primeiras geadas, quando
ela é “queimada”. Assim, juntamente com a palhada do milho, ela permanece na
superficie do solo durante todo o inverno. Por ocasiGo da implantacéo da safra de
verdo é incorporada ao solo ou entdo permanece como cobertura morta na superficie
do solo. O milho é semeado em cultivo minimo (abertura de sulcos para a semeadura)
ou no sistema de plantio direto.

Nesse Ultimo sistema, a contribuicdo da mucuna ao fornecimento de N para o
milho tem sido varidvel. Calegari (1991) encontrou 36%, enquanto Baldissera & Scherer
(1991) obtiveram 55% de N proveniente da mucuna. J& Andreola et al. (1998b), em
experimento com cinco anos de duracéo, ndo encontraram diferenca entre os tratamentos
com e sem mucuna no rendimento de grdos de milho. Entretanto, se a cultura sucessora é
menos exigente em N, como é o caso da cebola, praticamente todo o N pode ser
conseguido da mucuna (Costa et al., 1992).

A permanéncia dos residuos de mucuna na superficie do solo por um longo
periodo, como no caso do sistema adotado no Parand e Santa Catarina, pode levar
a perdas de N. Embora a temperatura média durante o inverno nédo seja adequada &
mineralizacdo, ela sempre ocorre. Isso porque a temperatura nGo é constantemente
baixa, ocorrendo horas do dia ou mesmo alguns dias com temperaturas elevadas, o
que tfem levado & decomposicéo de boa parte da mucuna, pelo estimulo & atividade
microbiana.

Se for considerado que as chuvas naquelas regides ocorrem normalmente
durante todo o inverno e que a maior parte do N contido na mucuna encontra-se nas
folhas, na época em que a geada a “queimou”, é possivel que perdas considerdveis
de N possam ocorrer por lixiviacéo.

Leguminosas de inverno, como é o caso da ervilhaca produzida para adubacéo
verde, tém proporcionado rendimentos de milho e de feijao semelhantes & testemunha
nitrogenada (Andreola, 2001), especialmente em plantio direto, onde as plantas de
ervilhaca, apés o manejo, permanecem na superficie do solo e a decomposicdo é
mais lenta. Isso permite que o N proveniente da leguminosa seja melhor aproveitado
pela cultura sucessora.

Quando o cultivo de leguminosas tem por objetivo a producéo de gréos, a
maior parte do N assimilado é exportada pela colheita (Salisbury & Ross, 1992). Com
relagé@o ao cultivo de leguminosas para producédo de feno ou silagem, toda a parte
aérea é retirada da drea e por isso nédo se deve esperar fornecimento de N para a
cultura seguinte. Entretanto, contrariando as expectativas, Dhein et al. (1987), citados
por Fontaneli et al. (2000), ndo obtiveram resposta a doses de N (0, 45, 90 e 135 kg/
ha) no rendimento de milho e de feijdo, cultivados em drea onde havia sido produzida
alfafa para fenagéo, durante oito anos.
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Embora a maioria dos trabalhos citados neste tépico tratem de alguma maneira
da rotacdo de culturas, os dados referentes ao aproveitamento do N contido nos
residuos dizem respeito apenas & primeira cultura que sucessora. Isso, de certa forma,
tem a ver com a dindmica do elemento no sistema, diferente dos demais nutrientes,
pois é considerado que o N ndo tem poder residual por ser facilmente perdido por
volatilizacdo e lixiviacéo.

Teoricamente, é possivel haver efeito residual de N. Como visto anteriormente,
com o uso de residuos de relacdo C/N alta pode demorar bastante tempo para
comecar a haver liberacéo de N. Dessa maneira, a primeira cultura sucessora néo
teria beneficio, ao passo que a segunda poderia conseguir algum N proveniente
daqueles residuos. Todavia, na prética, o que se recomenda para uma cultura ndo-
leguminosa apds o cultivo de uma cultura que deixa residuos de alta C/N, é a
adubacéo integral com N. Isso reduz a relacdo C/N, aumenta a mineralizagéo e
pode ndo sobrar N para proporcionar efeito residual sobre a segunda cultura. Ja se a
cultura sucessora é uma leguminosa eficiente na fixacdo de N , néo se recomenda
adubacdo nitrogenada e a relacdo C/N ndo tem tanta importéncia.

5. Consideragées Finais

Como discutido em alguns tépicos deste capitulo, as préticas de manejo do
solo ou das culturas interferem na estrutura e, também, na atividade da comunidade
microbiana do solo. Considerando que a agricultura sustentdvel, nas nossas condicdes
de solo e clima, depende consideravelmente da reciclagem dos nutrientes da matéria
orgdnica e considerando também, que a microbiota do solo desempenha um papel de
fundamental importéncia nesse processo, é possivel inferir-se que a criagéo de condicoes
favoraveis & comunidade microbiana e a sua atividade é de fundamental importéncia.

Os sistemas de producéo menos agressivos ao ambiente remetem a sistemas
complexos, onde todos os fatores, sejam eles bidticos ou abidticos, bem como as suas
interacdes, t&m que ser considerados. O entendimento das interacdes, especialmente
aquelas que envolvam a microbiota do solo e o desenvolvimento de tecnologias que
possibilitem a maximizacdo de seus beneficios em prol da agricultura sustentdvel,
constitui-se, atualmente, num dos grandes desafios da pesquisa na drea agrondémica.

Referéncias

AITA, C.; CERETTA, C.A.; FAGGION, F. & CASSOL, L.C. Suprimento de nitrogénio para o
milho através de espécies de inverno no sistema de cultivo minimo. In: REUNIAO SUL-
BRASILEIRA DE ADUBACAO VERDE E ROTACAO DE CULTURAS, 3. Cascavel, PR.
Resumos..., OCEPAR, 1991. p.131.

AMBROSANO, E.J.; MURAOKA, T.; AMBROSANO, G.M.B.; TRIVELIN, PC.°; WUTKE, E.B.;
TAMISO, L.G. O papel das leguminosas para adubagdo verde em sistemas
orgénicos. In: Curso regional de agricultura orgénica/adubacéo verde para agricultura
orgdnica. Piracicaba-SP p17-76, 2000.

33



Faustino Andreola
Silvana Aparecida Pavan Fernandes

ANDREOLA, F; PANDOLFO, C.M.; TESTA, V.M., WILDNER, L. do P Efeito da cobertura
vegetal de inverno e da adubacéo sobre o rendimento de gréos de feijdo e de milho. In:
REUNIAO TECNICA CATARINENSE DE MILHO E FEIJAO, 1, 1998. Chapecé, SC.
Resumos.... Chapecd: EPAGRI, 1998a. p.116-121

ANDREOLA, F; WILDNER, L. do P; TESTA, V.M. Efeito da mucuna e da adubacéo sobr_e o
rendimento de grdos de milho. In: REUNIAO TECNICA CATARINENSE DE MILHO E FEIJAQ,
1, 1998. Chapecd, SC. Resumos... Chapecd: EPAGRI, 1998b. p. 111-115.

ANDREOLA, F. Efeito do consércio de espécies de inverno para cobertura do solo sobre o
rendimento de milho e de feijdo. In: REUNIAO TECNICA CATARINENSE DE MILHO E FEIJAQO,
3, 2001. Chapecd, SC. Resumos... Chapecd: EPAGRI-CPPR 2001. p. 313-317.

ANGHINON]I, I. & SALET, R.L. Amostragem do solo e as recomendacées de adubacéo e
calagem no sistema plantio direto. Por: NERNBERG, N.J. Conceitos e fundamentos do
sistema plantio direto. Lages, SC: Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo — Nucleo
Regional Sul, 1998. p.27-52.

ARSHAD, M.A.; SCHINITZER, M.; ANGERS, D.A.; RIPMEESTER, J.A. Effects of till vs no-till on
the quality of soil organic matter. Soil Biology & Biochemistry, v.22, p.595-599, 1990.

BALDISSERA, I.T. & SCHERER, E.H. Efeito da mucuna e Eﬂo adubacéo nitrogenada na culfyro
do milho em Loquso|o Roxo distréfico (LRd). In: REUNIAO SUL-BRASILEIRA DE ADUBACAO
VERDE E ROTACAO DE CULTURAS, 3. Cascavel, PR. Resumos..., OCEPAR, 1991. p. 129.

BALOTA, E.L.; COLOZZI-FILHO, A. ANDRADE, D.S. & HUNGRIA, M. Biomassa microbiana
e sua atividade em solo sob diferentes sistemas de preparo e sucesséo de culturas. Revista
Brasileira de Ciéncia do Solo, v.28, n.4, p. 641-649, 1998.

CALEGARI, A. Efeito dos residuos de mucuna preta ( Stizolobium aterrimum L.) no rendimento
do milho. In: REUNIAO SUL-BRASILEIRA DE ADUBACAQO VERDE E ROTACAO DE CULTURAS,
3. Cascavel, PR. Resumos..., OCEPAR, 1991. p. 127.

CAMPQOS, B.C.; HUNGRIA, M. & TEDESCO, V. Eficiéncia da fixacéo biolégica de N por
estirpes de Bradyrhizobium no solo em plantio direto. Revista Brasileira de Ciéncia do
Solo, v.25, n.3, p.583-592, 2001.

CARDOSO, E.J.B.N..; Tsai, S.M.; Neves, M.C.P. Microbiologia do solo Campinas,
Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, 1992. 360p.

CATTELAN, A.J.; VIDOR, C. Flutuacées na biomassa, atividade e populagéo microbiana do
solo, em funcd@o das variacées ambientais. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo,
v.14, p.133-142, 1990.

COSTA, M.B.B.; CALEGARI, A.; MONDARDO, A.; BOLISANI, E.A.; WILDNER, L.P;
MIYASAKA, S. & AMADO, T.J.C. Adubagdo verde no sul do Brasil. AS-PTA, RJ,
1992. 347p.

DAROLT, M.R. As dimensées da sustentabilidade: um estudo da agricultura orgénica na

regido metropolitana de Curitiba, Parand. Curitiba, 2000, 310p. (Tese de Doutorado —
Universidade Federal do Parand).

34



A microbiota do solo na agricultura
orgdnica e no manejo das culturas

DE-POLLI, H. & CHADA, S.S. Adubacéo verde incorporada ou em cobertura na producéo
do milho em solo de baixo potencial de produtividade. Revista Brasileira Ciéncia Solo,
v. 13, p. 287-293, 1989.

DERPSCH, R.; SEDIRAS, N. & HEINZMANN, FX. Manejo do solo com coberturas verdes de
inverno. Pesquisa agropecudria brasileira, v.20, p.761-773, 1985.

DORAN, J.W. Micobial and biochemical changes associated with reduced tillage. Soil Science
Society of America Journal, v.44. p.764-771. 1980.

EHLERS, E. Agricultura sustentdvel: origens e perspectivas de um novo paradigma.
2 ed. Gauiba: Agropecudria, 1999. 157p.

FERNANDES, S.A.P. Avaliagdo de pardmetros quimicos e biolégicos em diferentes
sistemas de manejo do solo. Piracicaba, 1995, 98p. (Mestrado — Esalg/Universidade
de Sao Paulo).

FERRO, M. Efeito residual de diferentes espécies de adubos verdes de inverno sobre o rendimento
de soja e milho. In: REUNIAO SUL-BRASILEIRA DE ADUBACAO VERDE E ROTACAO DE
CULTURAS, 3. Cascavel, PR. Resumos..., OCEPAR, 1991. p.126.

FOLLET, R.F. & SCHIMEL, D.S. Effect of tillage practices on microbial biomass dynamics. Soil
Science Society of America Journal, v.53, n.4, p.1091-1096, 1989.

FONTANELI, R..S.; SANTOS, H.P dos; VOSS, M. & AMBROSI, |. Rendimento de soja em
diferentes rotagdes de espécies anuais de inverno sob plantio direto. Pesquisa agropecudria
brasileira, v.35, n.2, p.349-355, 2000.

FRANZLUEBBERS, A.J.; HONS, FM.; ZUBERER, D.A. Long-term changes in soil carbon and
nitrogen pools in wheat management systems. Soil Science Society of America Journal,
v.58, p. 1639-1645, 1994,

FUNDACAO CARGILL Adubacéo orgdnica, adubacdo verde e rotacdo de culturas
no Estado de Sdo Paulo. Campinas, 1984, 138p.

GALLO, PB.; SAWAZAKI, E.; HIROCE, R. & MASCARENHAS, H.A.A. Producéo de milho
afetada pelo nitrogénio mineral e cultivos anteriores com soja. Revista brasileira Ciéncia

Solo, v.7, p.149-153, 1983.

GASSEN, D., GASSEN, F. Pantio direto — o caminho do futuro. Ed. Aldeia Sul, Passo
Fundo, 1996. 207p.

HILEMAN, B. Agricultura alternativa nos EEUU. Trad. Dora S. Cerutti. Rio de Janeiro:
AS-PTA. Textos para debate, n.30. 70p. 1990.

HOLTZ, G.P; SA, J.C. Residuos culturais: reciclagem de nutrientes e impacto na fertilidade
do solo. In: Curso sobre manejo do solo no sistema de plantio direto. Anais. Fundacédo

ABC, Castro, Parand. p.21-36, 1995.
HUNGRIA, M.; ANDRADE, D.S.; BALOTA, E.L.; COLOZZI-FILHO, A. Importancia do sistema

de semeadura na populacéo microbiana do solo. Comunicado Técnico/Embrapa-Soja,
Londrina, Parand, n° 56, 1997, p.1-9.

35



Faustino Andreola
Silvana Aparecida Pavan Fernandes

KANTHACK, R.A.D.; MASCARENHAS, H.A.A.; CASTRO, O.M. & T/_A\NAKA, R.T. Nitrogénio
aplicado em cobertura no milho apés o tremoco. In: REUNIAO SUL-BRASILEIRA DE
ADUBACAQO VERDE E ROTACAO DE CULTURAS, 3. Cascavel, PR. Resumos..., OCEPAR,
1991. p. 135.

KUSHWAHA, C.P; TRIPATHO, S.K. & SINGH, K.P Soil organic matter and water-stable
aggregates under different tillages residue conditions in a tropical dryland agroecosystem.

Applied Soil Ecology, v. 6, p.229-241, 2001.

LYNCH, J.M. Interactions between biological processes, cultivation and soil structure. Pant

and Sail, v.76, n. 1-3, p. 307-318. 1984.
LYNCH, J.W. Biotecnologia do solo. Ed. Manole Ltda., Sdo Paulo, 209 p. 1986.

McGONIGLE, T.P & MILLER, M.H. Mycorrhizal development and phosphorus absorption in
maize under convencional and reduced tillage. Soil Science Society of America Journal,
v. 7, n., p.1002-1006, 1993.

McGONIGLE, T.P & MILLER, M.H. Mycorrhizal, phosphorus absorption and yield of
maize in response to tillage. Soil Science Society of America Journal, v. 60, n.6,
p.1856-1861, 1996.

MONEGAT, C. Plantas de cobertura do solo - caracteristicas e manejo em
pequenas propriedades. Ed. do Autor, Chapecos, SC, 1991, 333p.

OLIVEIRA, A.AR. & SANDERS, FE. Effect of management practices on mycorrhizal infection,
growth and matter partitioning in field-grown bean. Pesquisa agropecuéria brasileira,
v.34, n.7, p.1247-1254, 1999.

PEACOCK, A.D.; MULLEN, M.D.; RINGELBERG, D.B.; TYLER, D.D.; HEDRICK, D.B.; GALE,
PM. & WHITE, D.C. Soil micrbial community responses to dairy manure or ammonium nitrate.

Soil Biology and Biochemistry, v.33, p.1011-1019. 2001.

PRIMAVESI, A. Agroecologia: ecosfera, tecnosfera e agricultura. Sédo Paulo, Nobel,
1997.19%p.

RODRIQUES, FS.O.; GODQY, L.J. & FEITOSA, C.T. Acimulo de matéria seca e nutrientes em
plantas de amendoim cultivar tatui-76. Revista brasileira Ciéncia Solo, v.10, p.61-66, 1986.

ROSELEM, C.A. Nutrigdo e adubagdo do feijoeiro. POTAFOS, Piracicaba, 1987. 93p.

RUEDELL, J. Plantio Direto na Regido de Cruz Alta. Cruz Alta: FUNDACEP-FECOTRIGO,
1995. 134p.

SA J.C.M. Dindmica da matéria orgénica do solo em sistemas de manejo
convencional e plantio direto. Piracicaba, 2001, 141p. (Tese de Doutorado — Esalg/
Universidade de Séo Paulo).

SALISBURY, EB. & ROSS, C.W. Plant physiology. Wadsworth, Inc., 1992. 700p.

SCHOLLES, D. & VARGAS, L.K. Biomassa microbiana e producdo de C-CO e N mineral em
um podzélico Vermelho-Escuro submetido a deferentes sistemas de manejo. Revista Brasileira

de Ciéncia do Solo, v.24, n.1, p. 35-42, 2000.

36



A microbiota do solo na agricultura
orgdnica e no manejo das culturas

SCHOLLES, D.; KOLLING, J. & SELBACH, PA. Resposta da soja ao nitrogénio mineral na
presenca e na auséncia de calcério e de resteva de trigo. Revista brasileira Ciéncia
Solo, v.7, p.305-309, 1983.

STEVENSON, F.J. Cycles of soil - carbon, nitrogen, phoshporus, sulfur and
micronutrients. John Wiley & Sons, NY, 1986. 380p.

TISDALL, J.M. & OADES, J.M. Organic matter and water-stable aggregates in soil. Journal
of Soil Science, v.33, n.1, p.141-163. 1982.

37



Capitulo 3

Micorrizas Arbusculares em Plantas Tropicais:
Café, Mandioca e Cana-de-acucar

Arnaldo Colozzi FILHO (') e Marco Antonio NOGUEIRA ()

1. Introdugéo

Micorrizas arbusculares sGo associacdes simbidticas mutualistas formadas entre
fungos Zigomicetos da ordem Glomales (Morton & Benny, 1990) e raizes da maioria
das plantas superiores. Com base na ocorréncia generalizada dessa associacéo, Marx
& Brian (1975) postularam que “plantas ndo possuem raizes mas sim micorrizas”. Os
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) formam uma relacéo simbiética com a planta,
caracterizada pela penetracdo do micélio fingico inter e intracelularmente as raizes,
sem causar nelas modificacées morfolégicas. O resultado da colonizacéo radicular
pelos FMAs é a ampliacéo da interface de conexdo entre planta e solo, promovida
pelo micélio formado externamente as raizes, apds o estabelecimento da simbiose.
Os principais beneficios dessa relacéo para as plantas séo a ocorréncia de alteracoes
metabdlicas diversas, com reflexos positivos sobre seu desenvolvimento e estado
nutricional. Plantas micorrizadas apresentam maior atividade fotossintética, maior
atividade enzimdtica e de producao de substancias reguladoras de crescimento. Essas
alteracées metabdlicas conferem as plantas maior resisténcia aos efeitos provocados
por estresses de natureza bidtica (pragas e doencas) ou abidtica (déficits hidricos e
nutricionais ou estresses térmicos). Ecologicamente, a micorrizacéo possibilita melhor
utilizacdo e conservacdo dos nutrientes disponiveis no sistema solo-planta, por
possibilitar as plantas melhor adaptacéo ao ecossistema, bem como a maior
capacidade de adaptacdo de mudas transplantadas.

O:s efeitos da micorrizac@o sdo atribuidos, principalmente, ao desenvolvimento
extrarradicular do micélio, que acontece apés a colonizacéo radicular pelo fungo.
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O micélio externo conecta raizes e solo ou mesmo raizes de diferentes plantas
ou espécies vegetais, estabelecendo ligacdes miltiplas que ocasionam nova dindmica
na aquisi¢do de nutrientes pelas plantas, com reflexos sobre a reciclagem de nutrientes
e até mesmo sobre propriedades fisicas do solo (Bethlenfalvay, 1992). Bethlenfalvay
& Linderman (1992) atribuem aos FMAs o papel de “mediadores” na troca de nutrientes
entre componentes do sistema solo-planta, estabelecendo uma rede entre eles e também
atuando em estreita interrelacéo de causa e efeito na troca de nutrientes minerais,
compostos de C e sinais moleculares entre a planta e a comunidade de microrganismos
da rizosfera.

Do ponto de vista agronémico, o maior desenvolvimento e produtividade das
plantas micorrizadas é o efeito mais importante. Plantas colonizadas por FMAs t&m
seus requerimentos nutricionais reduzidos & metade ou até a 1/10 quando comparadas
aquelas ndo micorrizadas (Siqueira & Franco, 1988). Esses efeitos séo mais acentuados
para nutrientes que possuem baixa mobilidade no solo, como P, Zn e Cu, para a
maioria das plantas, e N para as leguminosas. Nesse caso, embora as micorrizas ndo
possuam a habilidade de fixar N atmosférico, elas favorecem a nodulacéo e fixagéo
biolégica do N, principalmente @ém condicées sub-6timas de P (Pacovsky, 1989), por
promoverem maior absorcdo desse nutriente. O favorecimento na absorcéo de nutrientes
pelas raizes resulta, principalmente, do aumento da drea de superficie das rafzes
micorrizadas, que podem conter até 1,5 m de hifa em cada cm de raiz colonizada. As
hifas espalham-se no solo e, quando a difuséo & limitante, como no caso do P, podem
representar aumentos de 10 a 60 vezes na superficie e na taxa de absorcdo do nutriente,
respectivamente (Siqueira et al, 1988). Desse modo, a utilizacGo dos nutrientes da
solucdo do solo, mineralizado ou fornecido via fertilizacéo, serd aumentada e o
requerimento de fertilizantes serd reduzido na mesma proporcéo (Silveira, 1992).

Nas regides tropicais, embora existam condicées favordveis de luz e temperatura
para o desenvolvimento das plantas, existem dreas que apresentam sérias restricoes
aos cultivos comerciais, por apresentarem baixa pluviosidade e solos com elevada
acidez e de baixa fertilidade. Na regido do Cerrado Brasileiro, importante drea de
cultivo do cafeeiro (Coffea arabica), da mandioca (Manihot esculenta) e da cana-de-
acucar (Saccharum officinarum), a ocorréncia de condicdes adversas é freqiente, e
podem ser simultdneas, dificultando o cultivo. Nessas dreas, principalmente, a
micorrizacéo é importante porque ajuda a diminuir a pressdo negativa do ambiente
desfavoravel sobre as plantas.

Aprender a manejar os FMAs, visando aumentar sua eficiéncia simbidtica,
pode ser significativo para a obtencdo de cultivos produtivos, tanto em éreas de solos
férteis quanto em dreas que apresentam baixa aptiddo aos cultivos comerciais.

2. Micorrizas Arbusculares no Cafeeiro
As micorrizas sdo de ocorréncia generalizada no cafeeiro, sendo observadas
naturalmente colonizando as raizes desde a fase inicial de formagéo de mudas em

viveiros (Cardoso, 1978), até em plantas adultas no campo (Lopes et al., 1983q;
Cardoso et al., 2003; Siqueira et al., 1998). A simbiose micorrizica é particularmente
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importante para o cafeeiro porque essas plantas, além de apresentarem elevada
dependéncia & micorrizacdo na fase de mudas (Siqueira & Colozzi Filho, 1986), sdo
plantas perenes e cultivadas em monocultivo por vérios anos, invariavelmente em
solos de cerrado que apresentam alguma restricdo ao cultivo. Segundo Johnson et al.
(1992), os monocultivos prolongados selecionam espécies de FMAs mais adaptadas
ao meio, mas geralmente menos eficientes em promover os beneficios da micorrizagéo.

No Brasil, os estudos envolvendo infectividade e eficiéncia simbiética de FMAs
no cafeeiro tém sido realizados com mudas e mostram que espécies de FMAs eficientes
geralmente sdo exdticas e, por isso, apresentam dificuldade de permanéncia no campo,
depois do transplantio, provavelmente por ndo se adaptarem as novas condicoes
edafoclimaticas (Lopes et al., 1983a). Em um estudo realizado em Minas Gerais,
Siqueira et al. (1998) observaram que plantas pré- colonizadas em viveiros com fungos
micorrizicos apresentaram maior produtividade no primeiro ano apés o transplantio.
Entretanto, apenas um isolado de Glomus etunicatum e a combinagao de um isolado
de Glomus clarum e Gigaspora margarita resultaram em produtividade acumulada da
cultura superior & da plantas que néo foram pré-colonizadas, apds seis anos de
producdo. Os autores atribuiram esse efeito & colonizacdo das plantas por fungos
micorrizicos nativos e também & menor exigéncia de P pelas plantas mais velhas. No
Brasil existe uma grande diversidade de fungos nativos colonizando o cafeeiro a campo,
o que deve ser mantido (Siqueira et al., 1987; Oliveira et al., 1990), de forma a
contribuir ndo apenas para a melhor nutricdo da planta, mas também por outros
beneficios inerentes a simbiose micorrizica. Segundo Saggin Junior & Siqueira (1996),
na rizosfera do cafeeiro j& foram identificadas 45 espécies de FMAs, sendo 12 de
Acaulospora, 17 de Glomus, 6 de Scutellospora, 4 de Gigaspora, 4 de Sclerocystis e
2 de Entrophospora. Entretanto, a freqiiéncia de ocorréncia é maior para espécies do
género Acaulospora, seguido de Glomus. Segundo os autores, a menor freqiéncia
de ocorréncia foi observada para espécies do género Gigaspora. Fernandes (1987)
cita A. scrobiculata, A. morrowiae e A. mellea como as espécies dominantes em cafeeiros
do Sul de Minas Gerais, com indice de ocorréncia maior que 50%. Nesse mesmo
estudo, os autores relatam a ocorréncia de baixa densidade relativa de esporos de G.
margarita e G. etunicatum nas populacdes de fungos nativos. Essas espécies,
principalmente G. margarita, sGo citadas como eficientes em aumentar o crescimento
de mudas de cafeeiro (Lopes et al., 1983b; Colozzi Filho et al., 1985; Antunes et al.,
1988). Recentemente, Tristdo et al. (2006) confirmaram a eficiéncia de G. margarita
em promover maior crescimento de mudas de cafeeiro, empregando substrato
convencional (solo + esterco de curral) e outro comercial a base de casca de pinus
(Vida Verde com adubacéo). Balota & Lopes (1996a), estudando a persisténcia de
G. margarita no solo seis anos apds inoculacdo e plantio das mudas, observaram que
essa espécie ainda se encontrava presente na drea e influenciava a composicéo da
comunidade de FMAs nativos. Segundo os autores, a competicéo por produtos
fotossintetizados ou mesmo por espaco na raiz influencia a composicdo da comunidade
de fungos nativos no solo. Além disso, espécies menos sensiveis a fatores eddficos
supressivos, como acidez, metais toxicos e hiperparasitas, sdo favorecidas e podem
predominar na rizosfera. Segundo Saggin Junior & Siqueira (1996), é dificil correlacionar
caracteristicas gerais de solo com ocorréncia de espécies, nimero de esporos e
colonizagé@o micorrizica.

41



Arnaldo Colozzi Filho
Marco Antonio Nogueira

Entretanto, os autores citam a existéncia de tendéncias como o favorecimento
da elevag@o na matéria organica do solo sobre a ocorréncia de A .morrowiae e E.
colombiana e o desfavorecimento sobre A. scrobiculata. Em relacéo ao pH, os autores
citam maior ocorréncia de A. morrowiae, A. mellea e E. colombiana em pH baixo e A.
scrobiculata e G. etunicatum em pH mais elevado.

A esporulac@o no solo também é bastante variada e depende do fungo, da
planta, de fatores de solo, da sazonalidade ou ainda de préticas de manejo da
cultura (Cardoso et al., 2003). Balota & Lopes (1996a), estudando a micorrizacdo
em cafeeiros adultos em Sao Paulo, observaram efeito significativo positivo da
adubacéo fosfatada com fosfato natural sobre a esporulacdo dos fungos nativos no
solo. Os autores atribuiram esse efeito ao melhor aproveitamento do fosfato natural
pelo fungo para a producdo de esporos. Nesse mesmo estudo, observou-se
esporulag@o crescente a partir de margo, atingindo o méximo em outubro, sendo esse
efeito associado as variacdes na temperatura e na precipitacdo pluvial (Balota &
Lopes, 1996b). A disponibilidade de P também influencia, além da colonizagéo
radicular, o nimero de esporos, que geralmente diminui com o aumento da
disponibilidade de P no solo (Siqueira et al., 1998). Além de fatores do solo e da
planta, a esporulacdo pode ser afetada pela presenca de predadores de esporos
que crescem na rizosfera (Ross & Daniel, 1982) mas néo existem dados observados
especificamente no cafeeiro a campo. Em cafeeiro cultivado na Zona da Mata de
Minas Gerais, o cultivo em sistema agroflorestal resultou em menor producéo de esporos
de fungos micorrizicos na camada superficial e aumento da ocorréncia de esporos
nas camadas mais profundas, o inverso do que ocorreu no sistema convencional de
producao (Oliveira et al., 2003). A maior ocorréncia de esporos em maiores
profundidades no sistema agroflorestal foi atribuida & maior ocorréncia de raizes.

Em cafeeiros adultos, em condi¢cées de campo, a colonizagéo micorrizica
apresenta valores bastante variados. Nos diversos trabalhos que citam dados de
colonizacéo a campo podem ser observados valores de 4% (Lopes et al., 1983a) a
80% (Oliveira, 1988). E evidente que uma das causas de variacdes téo grandes é
inerente as condicdes de obtencdo dos dados, que sdo diferentes. Entretanto, até no
mesmo experimento, Saggin Junior & Siqueira (1996) citam que em situacdes de
campo é dificil correlacionar fatores eddficos com colonizagéo radicular, porque existe
um grande nimero de complexas interacdes envolvidas. Entretanto, algumas tendéncias
sGo observadas como, por exemplo, aquelas citadas por Fernandes & Siqueira (1989)
que relatam que a adubacéo fosfatada do cafeeiro pode causar uma reducéo na
colonizacéo a campo ou exercer nenhuma influéncia, dependendo da quantidade de
P utilizada, freqiéncia de aplicag@o e nivel original de P no solo. Calagem, idade da
lavoura, variacéo sazonal e local também influenciam a colonizacéo. Segundo Siqueira
et al. (1990), a calagem favorece a colonizacdo por eliminar fatores fungistaticos que
atuam sobre a germinacdo de esporos no solo, além de atuar sobre a composicdo
das populacées de FMAs. Segundo Saggin Junior & Siqueira (1996), a idade da
lavoura pode afetar positiva ou negativamente a colonizagéo radicular, estando este
efeito associado & sustentabilidade da lavoura. Os autores comentam dados de
colonizacéo observados em lavouras adultas na Colédmbia e em Sdo Paulo. Na
Colémbia, o cafeeiro adulto apresentou colonizacdo maior, podendo tal fato estar
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relacionado ao sombreamento das lavouras. Esse manejo estaria favorecendo a
colonizacdo das plantas por FMAs e promovendo maior sustentabilidade do
agrossistema cafeeiro em relagé@o ao cultivo convencional praticado em Séo Paulo.

As relacdes da colonizacdo micorrizica a campo com as caracteristicas eddficas
sdo de dificil interpretacdo, mas a comparacéo de dados de diversos experimentos
de campo mostra que ela estd mais relacionada as diferencas na composicéo de
espécies e na quantidade de fungos nativos do que nas caracteristicas do solo (Saggin

Junior & Siqueira, 1996).

Portanto, o entendimento dessas relacées a campo depende de estudos
especificos que envolvam o conhecimento das espécies nativas, sua freqiéncia de
ocorréncia e, principalmente, suas relacdes com o hospedeiro, dentro do préprio
ambiente natural de cultivo e o manejo praticado na conducéo da lavoura.

3. Micorrizas Arbusculares em Mandioca

A cultura da mandioca freqiientemente ocupa solos de baixa fertilidade, porém,
mesmo nessas condicdes, obtém niveis de produtividade considerados razodveis. Depois
da cana-de-acgucar, é a cultura que mais produz calorias por drea cultivada e, por
isso, é considerada como uma das mais eficientes em produzir carboidratos (Howeler,

1981).

O sistema radicular da planta de mandioca é composto por raizes grossas,
pouco abundantes, com poucos pélos, o que resulta em menor superficie especifica
disponivel para absorcdo de dgua e nutrientes. Isso parece ser uma contradicéo frente
a sua capacidade de adaptacéo a solos de baixa fertilidade. Essa caracteristica explicita
a importancia das associagdes micorrizicas para a cultura da mandioca, pois
desempenham papel importante no seu estabelecimento e manutencéo, o que é
comprovado pela sua alta dependéncia micorrizica (Figura 1) (Balota et al., 1997).

A associacdo das raizes das plantas a fungos micorrizicos resulta na formacao
da micorriza propriamente dita, a qual tem maior capacidade de exploracéo do solo
ao seu redor com relacdo & obtencdo de dgua e nutrientes, especialmente os de
baixa mobilidade no solo, como o P (Figura 1), quando comparada ao sistema
radicular ndo colonizado. Dentre os nutrientes, o fésforo é o mais importante na
regulacé@o do estabelecimento e desempenho da micorriza. Trabalhos realizados por
Habte & Byappanahalli (1994) indicaram que plantas de mandioca propagadas
com manivas pequenas (2 cm, contendo 2 mg de P) apresentaram maior dependéncia
micorrizica que plantas propagadas a partir de manivas grandes (18 cm, contendo
20 mg de P). Assim, manivas maiores resultam em menor dependéncia da obtencdo
de P do solo pelas plantas via hifas externas dos fungos micorrizicos, pelo menos até
quando as manivas puderem suprir o P necessdario ao desenvolvimento da planta, o
que ocorre nas fases iniciais. Além disso, sob alta disponibilidade de P no solo, houve
efeito micorrizico negativo, ou seja, depresséo de crescimento da planta com 103
dias, em relacd@o aquelas ndo micorrizadas (Figura 2). Nessa condicéo, o fungo passa
a constituir um gasto a mais para a planta, sem que esta seja beneficiada pelo aumento
da absorcéo de P que j& se encontra em quantidade suficiente.
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Figura 1. Producdo de matéria seca da parte aérea e raizes e acdmulo de P por plantas de mandioca
colonizadas ou ndo por fungos micorrizicos arbusculares. Os valores representam a média dos trata-
mentos com bactérias diazotréficas. Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
(Adaptado de Balota et al., 1997).
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Figura 2. Dependéncia micorrizica de plantas de mandioca em fun¢éo do tamanho da maniva e da
disponibilidade de P na solucdo do solo. (Adaptado de Habte & Byappanahalli, 1994).

Avaliagdes de plantas micorrizadas nas fases iniciais de seu ciclo de
desenvolvimento ndo expressam exatamente o que pode ocorrer com a planta ao
final de seu ciclo produtivo. A formacdo de micorriza é um processo as vezes lento,
que demanda energia da planta destinada & formacédo da biomassa fungica. Nessa
fase, pode inclusive haver depresséo de crescimento da planta hospedeira, pois os

44



Micorrizas arbusculares em plantas tropicais:
café, mandioca e cana-de-actcar

beneficios da simbiose ainda ndo foram alcancados. Assim, é importante avaliar as
plantas numa fase em que possam ter tido tempo hébil para se beneficiar da simbiose.
Fagbola et al. (1998a) observaram aumentos da producdo de raizes de mandioca
em condicdes de campo, quando inoculadas com Glomus clarum, apenas aos 9 e
12 meses apds o plantio, sendo que as avaliacdes iniciais ndo revelaram efeitos
positivos da inoculagdo com o FMA.

Incrementos na producéo de matéria seca e absorcdo de P de trés e sete
vezes, respectivamente, foram observados quando plantas de mandioca cultivadas
em solo com baixa disponibilidade de P foram micorrizadas (Howeler et al., 1987). A
presenca de micorriza também diminuiu drasticamente o nivel critico de P disponivel
no solo (extrator Bray ) para a obtencéo de 95% da capacidade produtiva méxima
gesso cultura, o qual foi de 15 mg kg para as plantas micorrizadas e de 190 mg kg

para as ndo micorrizadas (Howeler et al., 1982). Nesse caso, o fungo micorrizico fez
o papel de 175 mg kg de P, o que é importante na maioria dos sistemas de producéo
de mandioca, que ndo empregam fertilizantes quimicos. A drdstica reducéo da
necessidade de fertilizantes fosfatados de plantas de mandioca associadas a fungos
micorrizicos eficientes também foi relatada por Sieverding & Howeler (1985).

Balota et al. (1997) observaram aumentos de producdo de mais de seis
vezes na parte aérea e de mais de trinta vezes nas raizes de plantas colonizadas
por Glomus clarum, cultivadas em solo com 8 mg kg de P disponivel (Mehlich),
em comparacdo com a planta ndo micorrizada. Os autores chamaram a atencéo
para o fato de que mesmo espécies de diferentes origens podem diferir quanto a
sua capacidade de propiciar maior desenvolvimento de seu hospedeiro. De forma
contrdria ao observado por Howeler et al. (1987), que descreveram a inoculagéo
com Entrophospora colombiana como altamente eficiente em promover o
crescimento de plantas de mandioca, Azcén-Aguilar et al. (1997) observaram que
a inoculagdo dessa espécie micorrizica ndo resultou em colonizacdo radicular e,
conseqUentemente, ndo houve beneficios ds plantas em termos de aumentos de
massa de matéria seca de parte aérea e raizes. Essa falta de colonizacéo foi
atribuida ao fato de que as plantas receberam o inéculo do FMA quando jé
estavam aclimatadas. J& a inoculacdo com G. clarum propiciou maior crescimento
das plantas em relacéo ao controle ndo micorrizado em uma das variedades,
mas ndo em outra, apesar de ter alcancado o maior nivel de colonizacdo radicular
entre as espécies de FMA avaliadas. Kato et al. (1990) observaram que diferentes
espécies de FMA atingiram diferentes niveis de colonizacdo radicular em plantas
de mandioca. As espécies que propiciaram maior desenvolvimento das plantas
também propiciaram maior colonizacdo radicular, o que esteve positivamente
correlacionado com os teores de P nos tecidos das plantas. Nesse caso, das nove
espécies de FMA testadas, as que mais se destacaram foram Glomus clarum e
Acaulospora appendicula. Uma mistura contendo todas as nove espécies de FMA
mostrou-se igualmente eficiente em aumentar a produtividade da cultura,
provavelmente devido & presenca das duas espécies eficientes. Sob esse aspecto,
o uso de uma mistura de espécies pode aumentar as chances de que uma interacéo
eficiente seja alcancada. Isso pode facilitar programas de inoculacéo, sem que
haja necessidade de selecdo apenas de espécies reconhecidamente eficientes.
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Num experimento que avaliou a eficiéncia de um inéculo puro de Glomus
manihotis e Entrophospora colombiana, reconhecidamente eficientes em promover o
desenvolvimento da planta de mandioca nas condicées avaliadas, ou a mistura destes
com G. occultum, reconhecidamente ineficiente, Sieverding (198%9b) observou que a
inoculacé@o com as espécies eficientes, mesmo em mistura com até 50% da ineficiente,
resultou em desenvolvimento da planta e absorcdo de P semelhantes aos das plantas
colonizadas pelos indculos eficientes puros.

Em condicées de campo, Balota et al. (1999) encontraram niveis de
colonizac@o micorrizica em mandioca que variaram de 31 a 71%, sendo os valores
mais baixos encontrados em plantas cultivadas em solos mais férteis, com maior
disponibilidade de P, o que evidencia o papel desse nutriente nos mecanismos de
regulacé@o de formacao da micorriza. As espécies associadas a essas plantas foram
predominantemente dos géneros Entrophospora, Acaulospora, Scutellospora e Glomus.
Também em condicées naturais, De Souza et al. (1999) observaram colonizacéo
micorrizica média de 57 %. Apds ter feito uma avaliacdo quantitativa e qualitativa da
ocorréncia de esporos de fungos micorrizicos no solo antes e apds o cultivo da
mandioca, os autores constataram a diminuicdo da freqiéncia relativa de ocorréncia
de espécies dos géneros Glomus, Gigaspora e Scutellospora, enquanto houve aumento
na ocorréncia de Acaulospora, principalmente A. scrobiculata. Sieverding (198%9a)
constatou que cultivos sucessivos de mandioca favoreceram a ocorréncia de Acaulospora
spp., porém esse aumento foi relacionado com a diminuigéo da produtividade da
cultura. Nesse caso, o cultivo sucessivo provavelmente selecionou espécies com baixa
eficiéncia simbidtica. Atayese et al. (1993) atribuiram a maior produtividade de
mandioca cultivada no sopé de uma encosta, em comparacéo com as plantas cultivadas
no topo, & maior densidade de esporos de FMAs encontrada no primeiro local, fato
que também se correlacionou com o maior nivel de colonizacdo radicular.

Apesar de existir uma grande variedade de espécies de fungos micorrizicos
associados s raizes em condicdes naturais, apenas algumas se revelam eficientes em
promover o crescimento das plantas. Howeler et al. (1987) avaliaram a eficiéncia de
150 isolados de fungos micorrizicos obtidos de condicdes naturais, dos quais apenas
60 propiciaram aumento da absorcéo de P e crescimento das plantas, quando
avaliados isoladamente. Essas diferencas de eficiéncia podem ser encontradas mesmo
entre isolados da mesma espécie, provenientes de diferentes locais, mas suas causas
ainda néo sdo conhecidas; possivelmente estdo relacionadas com o ambiente de
onde cada qual foi isolado (Balota et al., 1999). Essas observacdes ressaltam a
necessidade de uma pré-selecdo das interacdes mais eficientes em promover o
desenvolvimento do hospedeiro, uma vez que, apesar de ndo haver especificidade
para o estabelecimento da micorriza, ocorre certa compatibilidade funcional entre
fungo e hospedeiro, modulada pelo ambiente (Cardoso et al., 1986). A inoculagéo
de mandioca com espécies de FMA previamente selecionadas quanto a sua eficiéncia
pode aumentar a produtividade da cultura mesmo em condi¢des de campo em que a
micorrizac@o por espécies nativas também ocorre. Fagbola et al. (1998a) observaram
respostas positivas da inoculacdo com Glomus clarum, o que aumentou a colonizagéo
micorrizica de pouco mais de 23% obtida nos locais apenas com FMAs nativos para
mais de 50% nas plantas que receberam inéculo. Esse aumento de colonizacéo
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radicular pela espécie de FMA eficiente aumentou a produtividade da cultura na
avaliacéo realizada com 12 meses. Esses resultados ressaltam a importéncia de sistemas
de manejo que visem aumentar o potencial de inéculo de espécies eficientes em
promover o desenvolvimento das plantas. Em outro trabalho, Fagbola et al. (1998b)
observaram colonizacéo radicular e producéo de raizes de mandioca de pelo menos
duas vezes maiores em plantas colonizadas por Glomus clarum do que as colonizadas
por FMAs nativos, em um solo de baixa fertilidade da Nigéria. Resultados semelhantes
também foram observados por Osonubi et al. (1995), em plantas a campo colonizadas
por Glomus deserticola. Sob as mesmas concentracdes de nutrientes no solo, as plantas
que receberam inéculo de FMAs eficientes foram mais produtivas, o que demonstra o
beneficio da inoculacdo de espécies de fungos previamente reconhecidos como
eficientes em aumentar o desenvolvimento das plantas de mandioca. A micorrizacdo
de plantas de mandioca com espécies eficientes ou o uso de prdticas culturais que
aumentem o potencial de inéculo de FMAs podem aumentar os efeitos positivos das
associagdes micorrizicas em mandioca, mesmo em solos considerados marginais
quanto & disponibilidade de fésforo (Atayese et al., 1993). Sob esse ponto de vista,
espécies eficientes poderiam ser multiplicadas em canteiros a campo, em plantas
hospedeiras, mas hé que se considerar a qualidade fitossanitdria do inéculo para que
ndo seja um fator de disseminacdo de patégenos como fitonematéides (Balota &

Colozzi-Filho, 2002).

Além do efeito direto do aumento de produtividade da cultura de mandioca
pela inoculac@o de FMAs eficientes a campo, sem eliminacdo dos FMAs nativos, hé
também o efeito “residual” da inoculacdo. Além de observarem aumentos de
produtividade de mandioca colonizada por FMA, Dodd et al. (1990a; 1990b) também
constataram que a cultura da mandioca foi uma das mais eficientes em aumentar o
potencial de inéculo, tanto do FMA introduzido quanto dos nativos, o que se refletiu
no aumento de produtividade da cultura seguinte. Os resultados preconizam que pré-
cultivos podem aumentar ndo apenas o nimero de esporos de FMAs nativos ou
introduzidos, mas criar uma populacéo diferenciada dependendo da cultura utilizada,
como aconteceu com G. manihotis nas dreas cultivadas com mandioca.

Outro aspecto interessante da associacdo micorrizica com a mandioca refere-se
ao sinergismo existente entre fungos micorrizicos e bactérias diazotréficas. A inoculacao
de bactérias como Klebsiella sp., um isolado (bactéria E) homélogo a Burkholderia e
Azospirillum lipoferum resultou em aumento do acimulo de N na parte aérea das plantas
micorrizadas em cerca de oito vezes em comparacdo com as plantas-controle néo
micorrizadas (Balota et al., 1997) (Tabela 1). Esse significativo aumento do acdmulo de
N pelas plantas micorrizadas é atribuivel & melhoria da nutricdo com relagéo ao P, uma
vez que a fixacdo biolégica de N (FBN) requer grande consumo de energia na forma
de ATP. Outros elementos-chave na FBN como o Fe e 0 Mo também t&m suas absorcoes
aumentadas nas plantas micorrizadas (Hayman, 1983). A presenca de algumas dessas
bactérias diazotréficas também incrementou a colonizacéo micorrizica em mandioca,
comparando-se com o nivel de colonizacéo atingido pelo fungo sem a presenca das
bactérias (Balota et al., 1995). Substancias produzidas por bactérias podem estimular o
desenvolvimento do micélio fungico e sua ramificacdo, o que pode aumentar o nimero
de pontos de infeccéo no hospedeiro (Aboul-Nasr, 1996).
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Essa simbiose tripartite é estratégica para essa cultura, visto que dois dos
macronutrientes primdrios tém sua absorcdo incrementada, o que é de fundamental
importéncia principalmente em sistemas agricolas de baixa utilizagéo de insumos,
como é a maioria dos casos de cultivo da mandioca.

-1
Tabela 1. Actmulo de N (mg planta ) na parte aérea de mandioca micropropagada aos 95 dias, de acordo
com a inoculag@o de bactérias diazotréficas e fungos micorrizicos arbusculares (Adaptado de Balota et

al., 1997).

Bactéria Fungo micorrizico arbuscular

diazotréfica Sem fungo G. manihotis G. clarum
Controle 20,950B 119,79bA 156,780A
Klebsiella sp. 18,42aC 90,90bB 149,340A
Burkholderia sp. 27,28aB 224,10cA 243,190A
A. lipoferum 20,26aB 225,120A 185,360A
Mistura 25,750B 153,42bA 199,250A

Médias seguidas de letras minUsculas iguais nas colunas e maitsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%.

Programas que visam & obtencéo de plantas de mandioca livres de patégenos
e maior quantidade de mudas provenientes de uma determinada variedade promissora
ap6s programas de melhoramento langcam méo de técnicas de microcultivo in vitro.
Um dos principais problemas observados com essa técnica é o baixo indice de
sobrevivéncia das plantas micropropagadas apés a fase de aclimatizacéo, chegando
a apenas 55% (Azcon-Aguilar et al., 1997). O uso de micorrizas pode aumentar a
tolerancia das plantas ao estresse causado pela aclimatizacdo. Houve significativo
aumento da sobrevivéncia de clones micropropagados, colonizados por Glomus
deserticola, que alcangaram valores préximos a 100% de sobrevivéncia na fase inicial
do pés vitro, enquanto que os ndo micorrizados apresentaram indice de 75% (Azcén-
Aguilar et al., 1997). Efeitos benéficos da micorrizagdo de pléantulas de mandioca
micropropagadas também foram observados por Calderén et al. (2000), os quais
relataram que as plantas associadas a Glomus manihotis apresentaram significativo
aumento de crescimento em relagdo ds ndo micorrizadas, além de terem maior
uniformidade, atribuida ao menor estresse apds o transplante.

4. Micorrizas arbusculares em cana-de-acglcar

Diferentemente do que foi apresentado sobre mandioca, trabalhos que mostram
a interagGo entre cana-de-agicar e fungos micorrizicos arbusculares sGo mais escassos.
E possivel que essa menor quantidade de trabalhos avaliondo a micorrizagéo da
cana-de-agUcar deva-se a caracteristicas intrinsecas da cultura, tais como o ciclo longo
e o grande porte, o que dificulta sua avaliagéo em ambientes controlados, ndo havendo

nenhum trabalho conclusivo sobre o efeito da associacé@o micorrizica sobre essa cultura

(Reis et al., 1999).
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Uma das primeiras pesquisas sobre micorrizas na cultura da cana foi um
trabalho pioneiro de levantamento realizado por Dainese & Cardoso (1981), que
relataram a existéncia da simbiose entre FMAs e essa importante cultura. Nesse trabalho
foram avaliadas oito variedades de cana cultivadas no municipio de Piracicaba (SP),
sendo que os niveis de colonizacdo variaram de zero a 22 %, sugerindo que as
variedades diferiram em sua capacidade de formar micorrizas. Os esporos encontrados
foram predominantemente dos géneros Glomus e Gigaspora. Andreola (1982)
observou esporulacéo de fungos micorrizicos de 433 a 1620/100 mL de solo e
colonizacéo radicular variando de 3 a 45% em dreas cultivadas com cana na regido
de Piracicaba. Novamente constatou-se o predominio do género Glomus, com 70-
96 % das ocorréncias de esporos. Esse autor ndo encontrou relagéo entre os niveis de
colonizacéo radicular e o desenvolvimento da planta, fato atribuido & alta
disponibilidade de P nos solos em que foram realizadas as avaliacdes.

Em condicées de campo em Cuba, Pablos et al. (1997) observaram que os
niveis de colonizagdo micorrizica de cana-de-actcar foram de 27 a 77%. Esses valores
variaram de acordo com a fertilidade do solo numa relacdo inversa, caracteristica
notéria para a colonizacdo micorrizica da maioria das culturas. Entretanto, os niveis
de produtividade foram inversos aos da colonizag@o micorrizica, indicando que,
naquelas condicdes, as maiores produtividades ndo necessariamente foram
relacionadas ao maior nivel de colonizacdo. E possivel que essa relacdo inversa seja
decorrente da utilizacéo de grande quantidade de fertilizantes quimicos, principalmente
fosfaticos, o que inibe a colonizacdo micorrizica (Kelly et al., 2001). Em estudo realizado
na Austrdlia, Kelly et al. (2001) observaram pouca resposta da cultura da cana &
micorrizacéo com Glomus clarum quando comparada as culturas do milho e da soja,
classificando-a como de baixa dependéncia micorrizica. Ainda assim, os autores
concluiram que, quando hé suficiente nimero de propdgulos de fungos micorrizicos
no solo, a adubacédo com fertilizante fosfdtico, para as condicées ovo]liodos, s6 se faz
necessdria quando a disponibilidade de P for menor que 30 mg kg (H SO 0,005
M), enquanto que na auséncia de propégulos de FMA, esse nivel sobe pard 47 mg
kg'] de P Em levantamento realizado por Reis et al. (1999) em plantios comerciais
de cana no Rio de Janeiro e Pernambuco, em vérias condicées de solo, variedades
e sistemas de manejo, concluiu-se que a néo realizacéo da queima da cultura por
ocasido do corte aumentou o nimero de esporos de fungos micorrizicos no solo,
bem como a diversidade de espécies de FMAs encontradas. O aumento da
quantidade e da diversidade de espécies de FMA pode contribuir para outras culturas
utilizadas em rotacdo por ocasido da reforma do canavial, comprovadamente mais
responsivas & micorrizacdo, especialmente a soja e o milho, conforme demonstrado

por Kelly et al. (2001).

Se em condi¢ées de campo a cultura da cana caracteriza-se por apresentar
baixa dependéncia micorrizica, a inoculacdo com fungos micorrizicos arbusculares para
aumentar o indice de sobrevivéncia durante a aclimatacéo e o vigor de mudas obtidas
a partir da cultura de tecidos parece ser promissora. Andreola et al. (1985), empregando
mini toletes de trés variedades de cana com uma gema, que recebeu tratamento térmico
para controle de patégenos, constaram que a micorrizagdo promoveu maior crescimento
da planta, mas a eficiéncia do FMA variou com a variedade.
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Posteriormente, Reis et al. (1994), observaram que mudas de cana-de-actcar
obtidas também por tratamento térmico das gemas foram favorecidas pela colonizacao
por Glomus clarum e Entrophospora colombiana (Tabela 2). Nesse caso, as mudas
micorrizadas apresentaram maior indice de sobrevivéncia aos 60 dias, além da maior
massa e altura de plantas. Os niveis de colonizag@o radicular atingiram 42% e, mesmo
quando as gemas foram tratadas com fungicida triadimefon (1g/L), ainda houve
colonizacéo radicular de 22%. Apesar de a colonizacéo ter sido reduzida & metade,
ainda foram observados efeitos positivos nas mudas produzidas. Essas observacoes
revelam o potencial que existe para o uso da micorrizacdo na obtencéo de mudas
mais vigorosas, o que resultard em plantas com maior potencial de produtividade no
campo. Entretanto, hd necessidade de se avaliar previamente cada espécie de FMA
quanto & sua capacidade de auxiliar no desenvolvimento da planta, o que depende
da interacdo planta x fungo x ambiente. Resultados positivos da micorrizacdo de
mudas micropropagadas com G. mosseae e G. manihotis também foram constatados
por Ortiz et al. (1998), em Cuba, obtendo-se plantas micorrizadas com altura 21%
maior que as ndo micorrizadas, aos trinta dias apds transplantio. Também em Cuba,
resultados semelhantes foram obtidos por Soria et al. (2001), em que mudas
micropropagadas de cana tiveram maior crescimento e sobrevivéncia quando
colonizadas por fungos micorrizicos.

Tabela 2. Sobrevivéncia, matéria seca da parte aérea, altura e colonizagdo micorrizica de mudas de cana-
de-agUcar submetidas a tratamento térmico, fungicida e/ou fungos micorrizicos. (Adaptado de Reis et

al., 1994).
Matéria seca (g)

Altura L
Tratamentos Sobrevivéncia total por Colonizagao

média

parcela planta
% cm %

Controle 50,4 b’ 2239c¢ 1,85 cd 44,5b 0
Térmico' 53,3 ab 250,2b 1,95 bc 32,8¢ 0
Térmico + FI\/\A2 57,4a 322,5a 2,34 a 550a 42
Térmico + triadimefon’ 38,3¢c 1562 1,7d 18,8 0
Térmico + triadimefon + FMA 37,5¢ 194,44 2,16 ab 30,2¢c 22

(1) 50,5°C por duozs h?ros; (2 Glomus clcirum e Entrophospora colombiana (1,5 x 10° esporos de cada por
parcela de 0,15 m"); ()1 gL em dgua; Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.

O efeito sinérgico entre a presenca de FMA e bactérias diazotréficas também
foi observado em cana-de-actcar (Paula et al., 1991). Nesse trabalho, os autores
observaram que, quando mudas micropropagadas de cana foram receberam esporos
de Glomus clarum que continham em seu interior Acetobacter diazotrophicus, houve
também maior colonizacdo interna da parte aérea e das raizes por essa bactéria. De
forma interessante, a colonizacdo micorrizica aumentou na presenca da bactéria
diazotréfica (Tabela 3). Em levantamento de campo, Reis et al. (1999), além de A.
diazotroficus no tecido das plantas de cana, também constataram a presenca dessa
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bactéria no interior de esporos de FMA, o que pode facilitar sua entrada na planta
por ocasi@o da colonizagdo micorrizica também em condigdes de campo, comprovando
o que havia sido demonstrado anteriormente nos trabalhos de Paula et al. (1991) em
condicées controladas.

Tabela 3. Colonizacéo de mudas micropropagadas de cana-de-acicar (cv SP 792312) pelo FMA Glomus
clarum e por Acetobacter diazotrophicus apés transplante em solo nao esterilizado (Adaptado de Paula

etal., 1991).
A. diazotrophicus
noculane Colonizacéo (n° g'] peso fresco x 1 04)
por FMA raizes esterilizacdo da superficie
lavadas raiz parte aérea
%
Controle 13,2 ¢ 0b 0b 0b
FMA 27,5b 0b 0b 0b
A. diazotrophicus 15,7 c 37a 0,8 ab 0,5b
FMA + A. diazotrophicus 32,6b 400 1,6a 0,1b
FMA contendo diazotréficos internos 52,2a 17 ab 0,1b 3,0a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Apesar da resposta da cana aos FMAs em condicées de campo ser pouco
expressiva, existe grande potencial de emprego dessa tecnologia na etapa de producao
de mudas livres de patégenos, com aumentos no indice de sobrevivéncia das plantas
e maior vigor inicial. Esse potencial poderd ser ainda maior se considerada a interagéo
tripartite com bactérias diazotréficas, principalmente no que se refere ao uso do FMA
como um veiculo de auxilio & colonizacgéo dos tecidos das plantas pelas bactérias.
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Capitulo 4

Micorrizas em Plantas Frutiferas Tropicais

Adriana Parada Dias da SILVEIRA (1) e Véania Felipe Freire GOMES (2)

1. Introdugéo

O Brasil possui condicaes climdticas e solos ideais ao cultivo de fruteiras tropicais,
o que tem colocado o pais entre os principais produtores mundiais de frutos “in natura”
e de sucos. A fruticultura desperta o interesse de produtores das mais diversas regides
do pais, notadamente do Nordeste e do Sudeste, onde os pomares sdo explorados
comercialmente durante todo o ano e s@o responsdveis pelo abastecimento de todo o
pafs.

A associacdo mutualistica formada entre fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
e as raizes de fruteiras é de grande importancia e interesse, devido aos beneficios
causados principalmente para as plantas que passam por fase de viveiro, pois antecipa
o tempo de transplantio para o campo, estimulando o crescimento precoce da muda
e consequentemente reduzindo o seu tempo de producdo, o que aumenta a
produtividade do viveiro, a rotatividade na ocupacéo da infra-estrutura e a eficiéncia
de utilizagéo da méo-de-obra especializada (Silveira et al, 2003). Favorece também
a toleréncia aos estresses climdticos e eddficos, aumenta a resisténcia das plantas a
patégenos, a sobrevivéncia das mudas ao transplantio para o campo, além de
minimizar o uso e gastos com fertilizantes, uma vez que aumenta a eficiéncia na utilizacdo
dos nutrientes disponiveis no substrato ou dos nutrientes adicionados pela adubacédo
(Maroneck et al., 1981). O tempo de permanéncia das mudas no viveiro e a sua
qualidade séo fatores importantes no custo de producéo. Portanto, a busca de
alternativas, que acarretem melhoria na qualidade sanitdria do substrato e utilizem
como manejo a inoculacéo de FMAs eficientes, pode garantir a producéo de mudas
sadias e mais precoces.

(1) Pesquisadora, Instituto Agrondmico, Centro de Solos e Recursos Ambientais. Caixa Postal 28, CEP- 13001-970,
Compir;os, SP E-mail: apdsil@iac.sp.gov.br

(") Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Ciéncias do Solo. Campus do
Pici, Bloco 807, Caixa Postal 12168, CEP- 60455-760, Fortaleza, CE. E-mail: vaniafreire@ufc.br.
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Em culturas que passam pela fase de mudas, como é o caso da maioria das
fruteiras tropicais, a micorrizacdo pode aumentar significativamente o desenvolvimento
da planta, principalmente quando se utilizam substratos desinfestados, por vapor ou
fumigac@o, nos quais foi eliminada a microbiota benéfica, como os FMAs, além
dos patdégenos. Por isso, a introducdo de FMAs eficientes em viveiros de diversas
fruteiras tem sido recomendado, em especial para aquelas altamente dependentes
da condicd@o micorrizica como os citros, mamao, maracujd entre outras. Apesar dos
beneficios que a associacdo propicia, ainda hd problemas quanto & producéo de
inéculo de FMAs em larga escala, capaz de atender & demanda dos viveiristas, o

que dificulta a sua utilizacdo como parte do manejo de producdo de mudas de
fruteiras (Cardoso & Lambais 1992).

Em sintese, a producdo de mudas micorrizadas de plantas frutiferas deve
atender a alguns requisitos como: 1- selecdo de FMAs eficientes para o maior nUmero
possivel de variedades da mesma espécie de planta, em determinada faixa de
fertilidade do solo ou substrato, principalmente em relacéo ao nivel de P disponivel,
além de ser competitivo em relacéo a FMAs nativos em condicées de solo ou substrato
ndo desinfestado; 2- desinfestacdo do solo ou substrato de forma a permitir a
introducéo de FMAs eficientes; 3- adequacdo do solo ou substrato visando um nivel
de fertilidade que garanta a maior expresséo possivel da eficiéncia da associacéo,
com possivel reducé@o na quantidade de fertilizantes e aumento na eficiéncia de utilizagéo
dos nutrientes adicionados; 4- controle das condicées ambientais em relagéo &
umidade, temperatura e sanidade do viveiro e das mudas.

O conhecimento a respeito da associag@o micorrizica em plantas frutiferas
tropicais é incipiente, pois somente alguns aspectos da simbiose tém sido estudados
em um ndmero ainda restrito dessas plantas. A maioria dos estudos visa avaliar o
efeito da associacdo no desenvolvimento da planta, buscando a sua utilizagéo
prdtica para a producdo de mudas, ou seja, explorando o aspecto biotecnolégico

dos FMA:s.

2. Associacéo Micorrizica nas Plantas Citricas

O Brasil é um dos maiores produtores de citros do mundo e o Estado de Séo
Paulo produz 85% da producdo brasileira de laranjas e 98% do suco exportado

(Mattos Junior et al., 2005).

Entre as fruteiras, as plantas citricas sGo as mais estudadas em relagéo a
associacéo micorrizica, sendo que desde a década de 30 j@ hd relatos sobre a presenca
de FMAs associados a raizes de diferentes plantas citricas em pomares da Califérnia,
Nova Zeléndia, Austrdlia e Ilhas Cook (Marx et al., 1971). Na época, havia muita
contfrovérsia sobre o papel dos fungos micorrizicos no desenvolvimento dos citros e
estes autores, realizando um experimento com liméo rugoso e laranja azeda e
inoculacéo de Glomus mosseae, em solo esterilizado, observaram aumento no
crescimento das plantas e atribuiram as raizes micorrizados o papel de raizes
“alimentadoras” das plantas. Ao mesmo tempo, com o inicio da prética de fumigagéo
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de solo para producéo de mudas de plantas citricas na Califérnia e Flérida, as plantas
se apresentavam cloréticas e com desenvolvimento reduzido, inicialmente atribuido
ao efeito toxico da fumigacéo, realizada para eliminacéo de patégenos. Kleinschmidt
e Gerdemann (1972) realizaram, entdo, um experimento de inoculacdo de G. mossaea
em solo desinfestado por fumigacéo ou vapor e concluiram que o desenvolvimento
insatisfatério das plantas era a nutricdo inadequada em conseqiiéncia da eliminagéo
dos FMAs nativos.

Assim, na década de 70 e 80 muitos trabalhos foram realizados empregando
diferentes porta-enxertos, FMAs, em varias condicdes de fertilidade do solo, em solo
desinfestado ou né&o, mostrando que as plantas citricas respondem & micorrizacéo,
havendo efeito benéfico no crescimento e na absorcéo de nutrientes (Schenck e Tucker,
1974; Nemec, 1978; McGraw e Schenck, 1980 e outros). Além disso, demonstrou-se
que as plantas citricas sdo muito dependentes da associacéo micorrizica (Menge et
al., 1978), resultando em um micotrofismo altamente significativo, o qual é visualizado
pelo maior crescimento e melhor estado nutricional da planta.

Em pomares brasileiros, ja foi constatada a presenca de FMAs associados a
vérios porta-enxertos, em diferentes sistemas de manejo, ocorrendo, no geral, intensa
colonizacao radicular (Oliveira et al, 1986; Weber & Oliveira, 1994; Oliveira & Coelho,
1995; Franca, 2004), com predominéncia de espécies do género Glomus (Oliveira &
Coelho, 1995; Rego, 2000; Franca, 2004) ou Acaulospora (Siqueira et al., 1989;
Weber & Oliveira, 1994).

Vérios fatores concorrem para o estabelecimento e desempenho da micorriza,
sendo que a compatibilidade entre a espécie vegetal, a espécie ou isolado do FMA e
o meio de cultivo (solo ou substrato) é a mais relevante para garantir a maxima
expressdo de eficiéncia da simbiose. Assim a selecdo de fungos eficientes e a
adequacdo do substrato sdo dois aspectos que devem ser avaliados ao mesmo tempo.
No Brasil, para vérias plantas citricas, desde a década de 80 estdo sendo realizados
trabalhos com este objetivo, empregando solo (Tabela 1), solo com adicéo de matéria
orgénica ou substratos organicos comerciais (Tabela 2).

Visando atender & melhoria da qualidade das mudas citricas, instituiu-se o
“Programa de Certificacdo de Mudas Citricas do Estado de Séo Paulo”, que estabelece
normas como a obtencdo de mudas em ambiente protegido, mudas envasadas,
utilizando substratos e dgua desinfetados (Panzani et al., 1994). Além disso, h& uma
portaria da CDSV (Centro de defesa sanitdria Vegetal) da Secretdria da Agricultura
do Estado de Séo Paulo que obriga os viveiristas de mudas de plantas citricas a
efetuarem a producdo em viveiros telados (ambiente protegido), o que,
conseqUentemente, leva ao uso obrigatério de substrato em recipientes, com total
isencdo de solo. Apesar das dificuldades para adaptacdo e do alto custo das
instalacdes, esse sistema possibilita a obtencéo de mudas em periodos mais curtos,
além de mudas de melhor qualidade, pois hd maior controle de patégenos e praga,
e possibilita a inoculacéo de FMAs eficientes nos substratos isentos de propdgulos.
Este efeito & ilustrado pela figura 1, que mostra mudas de limoeiro Cravo produzidas
em dois substratos orgdnicos comerciais onde foram inoculados G etunicatum e G.
intraradices (Maiorano, 2003).
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Figura 1. Mudas de limoeiro Cravo, colonizadas por G etunicatum e G. intraradices, produzidas em substrato
orgénico comercial & base de casca de pinus (Vida Verde adubado) e de fibra de coco (Golden Mix-47).

A dependéncia das plantas citricas & associagdo micorrizica diminui com o
aumento na disponibilidade de P no solo ou substrato (Figura 2), podendo resultar
em depressdo no crescimento da planta (Graham et al., 1997; Melloni & Cardoso,
1999). Vdrias hipéteses tém sido levantadas na busca de explicagdes para este
efeito: 1- a mais aceita é a de que em condicdes de altos niveis de P no solo ocorre
competicéo entre a planta e o FMA por carboidratos e o endéfito age como um
dreno de C, afetando o crescimento da planta (Peng et al, 1993; Sena et al., 2004));
2- altos niveis foliares de P e K podem causar alteracdo no metabolismo de
carboidratos na planta, provocando diminuicéo no seu crescimento (Antunes e
Cardoso, 1991); 3- reducdo na colonizacdo micorrizica sem, entretanto, alterar o
micélio externo (Nogueira & Cardoso, 2006) ou diminuindo o micélio externo ativo
(Gomes, 1997; Melloni & Cardoso, 1999); 4- alteracdo nos parGmetros cinéticos
de absorgéo radicular de P ocorrendo diminuiggo na Ve aumento no K e C
com o aumento de P disponivel (Cunha, 1999).

O papel dos fitorreguladores na micorrizagéo ainda é pouco conhecido, mas
Souza et al. (2000) observaram que a aplicacéo de dcido indolbutirico (AIB) aumentou
o desenvolvimento vegetativo de citrange Carrizo colonizado por G. intraradices, além
de os niveis foliares de P e K e as dimensdes dos feixes vasculares, concluindo que a
auxina favorece a associac@o simbidtica. Em laranjeira azeda, o AlB também causou
aumento no crescimento das plantas, enquanto que o dcido naftalenoacético (ANA)
foi ineficiente em estimular o crescimento (Souza et al., 1996).
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Figura 2. Mudas de limoeiro Cravo ndo colonizadas (A) e colonizadas (B) pelo fungo micorrizico arbuscular
Glomus etunicatum, em funcéo da adicdo de doses crescentes de P ao substrato (P1- 1,5; P2- 3,0; P3-
6,0; P4-9,0; P5- 12,0 mg L' de P). (Fonte: Cunha, 1999).

3. Associacdo Micorrizica em Mamoeiro

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma planta nativa da América tropical e
importante comercialmente em vérios paises. Atualmente, o Brasil € o maior produtor
mundial de mamado e o terceiro exportador.

Cultura tradicionalmente cultivada nas regides tropicais pode apresentar limitacdes
de ordem nutricional causadas principalmente pelo N e P (Fernandes et al., 1990),
sendo necessdrias adubacdes para solucionar tal problema. Contudo, estudos sobre a
inoculacéo de FMAs para producéo de mudas de mamoeiro tém demonstrado a
eficiéncia dessa associacdo na promocéo do desenvolvimento da planta.
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Tabela 1. Alguns trabalhos realizados no Brasil com diferentes plantas citricas e FMAs, utilizando solo ou

mistura de solo-areia.

Planta FMA eficiente Adubacéo fostatica Referéncia

Limdo cravo G. margarita Abaixo do limite critico Caldeira et al., 1983
Lim@o cravo e G. leptotichum e G. gilmorei FR: 106 mg dm’ P ‘rofol] Cardoso et al., 1986
Laranja caipira G. margarita FS: 0, 30, e 100 mg kg’

Limé&o cravo FMAS nativos e G. etunicatum FR e FS: 0, 50, 100 e 200 mg l<g'I Antunes e Cardoso, 1990
Limé&o cravo G. etunicatum FR e FS: 0, 50, 100 e 200 mg l<g'I Antunes e Cardoso, 1991
Limdo cravo, G. etunicatum P no solo: 6 mg dm’ Oliveira et al., 1992
Lima@o rugoso

da Flérida e

Limao rugoso
da Flérida FM

Laranja caipira e G. intraradices e G. clarum FS: 0, 50, 100, 200 e 250 mg l<g'I Melloni e Cardoso, 1999

Tangerina cledpatra

Limdo cravo G. intraradices FS: 0, 50, 100, 200 e 250 mg l<g'I

Melloni et al., 2000

Fonte de P usada: FR - fosfato de rocha e FS- fosfato solGvel.

Tabela 2. Alguns trabalhos realizados no Brasil com diferentes plantas citricas e FMAs, empregando

substrato com incorporacéo de matéria orgénica.

Planta FMA eficiente Substrato

Referéncia

Limdo cravo G. albidum, G. clarum, Solo-esterco bovino - 10%
G. manihotis, E. colombiana

Limé&o rugoso Flérida G. clarum Solo-composto organico-12,5%

Limao cravo A. morrowae Substrato comercial e FR ou FS:

0, 320, 640 e 1280 g P,Os m*

Liméo cravo, Liméo G. etunicatum Solo-torta de mamona-

volkameriano, Lim&o rugoso esterco bovino- palha :
Flérida e Tangerina cleépatra braquidria: 0, 4 e 8t ha’
Tangerina cleépatra Mistura de FMAs Substrato comercial

(casca de pinus) e FS:
0, 320, 640, 1280, 3200
e 2560 g P,Os m’

Citrange Troyer G. infraradices Areia silicea+ perlita
+ turfa Sphagnum e turfa negra
+ turfa Sphagnum

Tangerina cleépatra, G. clarum e Solo-areia-plantmax
Sunki e Orlando; G. intraradices

Laranja azeda; Liméo

cravo e volkameriano;

Citrange troyer; Poncirus trifoliata

Citrange troyer A. scrobiculata Solo-areia e solo-areia-
casca de acécia negra

Limao cravo G. intraradices e Vérios substratos orgénicos comerciais

Weber e Luz, 1990

Camargo et al., 1990

Weber et al., 1990

Rocha et al.,
1994 e 1995

Souza et al.,
1997 e 1998

Agnani et al., 1998

Souza et al, 2003

Maiorano, 2003

G. etunicatum & base de casca de pinus e fibra de coco

Fonte de P usada: FR - fosfato de rocha e FS- fosfato solGvel
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Desde a década de 70 ja se conhece o efeito benéfico da micorrizacdo na
obtencdo de mudas de mamoeiro, quando Ramirez et al. (1975) constataram que a
inoculacdo de Glomus macrocarpum e Gigaspora calospora promoveu maior
crescimento das plantas, em solo com pH 6,5 e esterilizado. Posteriormente, Casagrande
et al. (1986) selecionaram FMAs para producéo de mudas mas empregaram como
substrato uma mistura de subsolo e esterco, ndo desinfestada, constatando que a
inoculacdo de Glomus mosseae e um inéculo misto obtido na rizosfera de Paspalum
notatum causaram maior crescimento das plantas em relacdo &s ndo micorrizadas,
crescidas em substrato desinfestado.

A producdo de mudas de plantas frutiferas geralmente emprega no preparo
do substrato a adicdo de esterco que, se por um lado beneficia a associagéo
micorrizica estimulando o crescimento radicular do hospedeiro, por outro pode
prejudicar o estabelecimento da micorriza pelo aumento na disponibilidade de P no
susbtrato. Assim, Trindade et al. (2000a) concluiram que a adicdo de 10% de esterco
bovino de curral (P - 41 mg dm™) ao solo desinfestado por fumigacdo e inoculacéo
de Glomus etunicatum promoveu a obtencéo de mudas sadias e apropriadas ao
transplantio para o campo.

Efeitos da adubacao fosfatica e da inoculacdo de FMAs na producéo de mudas
de mamoeiro foram realizados em diversas condicdes. Weber & Amorim (1994),
empregando um latossolo amarelo dlico textura franco argilosa, esterilizado, constataram
um grande efeito benéfico da micorrizagdo no crescimento das plantas e acdmulo de
nutrientes na parte aérea, pois as plantas néo micorrizadas e adubadas com 60 mg L
de P,O. tiveram crescimento equivalente as micorrizadas no solo ndo adubado (sem
adicao de P). Glomus etunicatum e Entrophospora colombéono favoreceram o crescimento
das plantas principalmente nas doses de 20 e 40 mg L de P,O..

Silva & Siqueira (1991), empregando uma mistura de solo e vermiculita (5:1 v/v),
desinfestada por fumigacdo e suplementada ou ndo com superfosfato simples (SS),
observaram que as plantas obtidas em substrato sem SS (P - 2 mg dm®) responderam &
inoculacéo de Glomus clarum, Glomus macrocarpum, Scutellospora heterogama e mistura
de fungos, enquanto que com a adicdo de SS (P - 52 mg dm™) responderam apenas
a Glomus clarum.

Ainferacéo entre o FMA, a planta hospedeira e o nivel de P no solo/substrato
depende principalmente do gendtipo da planta em relacéo & sua exigéncia nutricional,
capacidade de absorcéo e eficiéncia de utilizacdo do nutriente absorvido, além do
grau de dependéncia micorrizica (Clement e Habte, 1995; Koide, 1991). Portanto, o
gendtipo do hospedeiro é um fator determinante do estabelecimento da associacdo
micorrizica, pois caracteristicas relacionadas ao sistema radicular, taxa de crescimento
e alocacdo de carboidratos exercem influéncia na formacéo da micorriza (Amijee et
al., 1993). Neste aspecto, Trindade et al. (2001a) avaliaram o grau de dependéncia
micorrizica de quatro variedades de mamoeiro em funcéo da aplicacéo de P no solo
(superfosfato triplo), desinfestado por fumigacéo, concluindo que a maxima eficiéncia
micorrizica do mamoeiro situou-se na faixa de 12 a 16 mgdm™ de P disponivel e que
a alta dependéncia micorrizica da planta relacionou-se com a capacidade da variedade
em produzir raizes.
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A micorrizacdo das variedades Baixinho de Santa Amélia e Tainung n°.1 por
G. clarum e Gigaspora margarita reduziu em até sete vezes a necessidade de aplicacdo
de P ao solo para se atingir a méxima producéo de parte aérea, resultado de uma
maior eficiéncia simbidtica (Tabela 3). Ao mesmo tempo, Trindade et al (2001b)
determinaram o coeficiente de determinacéo genotipica do mamoeiro quanto &
capacidade de se associar ao FMA e de ser uma associacéo eficiente, baseado na
premissa de que as plantas, mesmo no nivel de variedade, podem diferir na sua
eficiéncia micorrizica e no seu grau de susceptibilidade & colonizag@o micorrizica (Lackie
et al., 1988), o que é importante nos programas de selecéo de plantas e de FMAs
para producdo de mudas de plantas frutiferas. Assim, os autores concluiram que o
melhoramento de mamoeiros do grupo Formosa pode modificar a producéo de
parte aérea, comprimento de raizes, altura de plantas e a eficiéncia micorrizica,
enquanto que para o grupo Solo, o mais provavel serd colonizacdo radicular e
producdo de parte aérea.

Tabela 3. Beneficio micorrizico, eficiéncia simbiética e P aplicado e disponivel no solo para promover
mdxima eficiéncia micorrizica nas variedades de mamoeiro colonizadas ou néo por G. clarum ou G.

margarita.
Beneficio Eficiéncia  Classificacdo P P

Fungos

P Micorrizico  simbidtica  daeficiéncia  aplicado  disponivel

admensional % mg dm®)——
Sunrise Solo
Controle 218,11 - - - 67-90" 33,846
G.clarum - 27,0 12,4 baixa 23,8 12,7
G.margarita - 44,0 20,2 baixa 25,5 13,5
Sunrise Solo - Line 72/12
Controle 224,07 - - - 77,8-73 39,3-36,9
G.clarum - 39,6 17,7 baixa 30,5 16,0
G.margarita - 27,0 12,0 baixa 27,0 14,3
Baixinho de Santa Amdlia
Controle 177,6 - = = 110-106 57-55
G.clarum - 62,1 35,0 alta 29,3 154
G.margarita - 81,0 45,6 alta 23,9 12,7
Tainung n’1

Controle 197,4 - - - 94119 47-62
G.clarum - 68,3 34,6 alta 25,5 13,5
G.margarita - 79,5 40,3 alta 25,3 13,5

1 .
() Primeiro e segundo valores correspondem ao P aplicado e disponivel no controle (ndo inoculado), necessdrios
para atingir a producdo equivalente & colonizacdo por G. clarum e G. margarita, respectivamente. (Modificado
de Trindade et al., 2001aq).
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Estudos empregando compostos fendlicos, especialmente do grupo dos
flavonsides, j&@ demonstraram que hd estimulo da micorrizacéo da planta, acelerando
e aumentando a colonizac@o das raizes por FMAs, o que pode maximizar os beneficios
da associacéo para as plantas (Siqueira et al., 1991). Martins et al. (2000a) observaram
que adicéo de rutina a uma mistura de solo e areia (1:2, v/v) e inoculacéo de G. clarum
e G. macrocarpum proporcionaram maior crescimento e conteddo de P em plantas de
mamé&o, mas apenas na menor concentracdo de P no solo (6 mg dm™de P).

O mamoeiro € uma planta com elevada resposta & colonizagéo micorrizica (Weber
& Amorim, 1994). Entretanto, a grande maioria dos trabalhos é realizada em condicéo de
solo/substrato desinfestado ou esterilizado, havendo necessidade de ser avaliada a eficiéncia
do FMA selecionado na presenca de FMAs nativos. Neste sentido, Trindade et al. (2000b),
empregando solo desinfestado ou néo por fumigacao e fungos nativos e exdticos selecionados
em solo fumigado, concluiram que todos os fungos inoculados apresentaram eficiéncia
simbidtica para o mamoeiro em solo ndo fumigado, destacando-se os FMAs exéticos - G.
clarum e G. margarita - e o nativo - isolado 29 (Gigaspora sp); os isolados nativos foram
mais eficientes nas maiores concentracdes de P no solo. Os fungos previamente selecionados
em solo fumigado mostraram também eficiéncia simbidtica em solo ndo fumigado, ou seja,
na presenca de uma comunidade de fungos micorrizicos nativos. Resultado semelhante foi
obtido por Minhoni e Auler (2003), que observaram que a fumigacdo do solo néo inferferiu
no crescimento das plantas de maméo colonizadas por]G. macrocarpum. Os maiores efeitos
da micorrizacéo ocorreram com adicdo de 60 mg kg de P ao solo e foram equivalentes &
adicdo de 240 mg kg de P ao solo para as mudas néo micorrizadas.

4. Associagdo Micorrizica em Maracujazeiro

Atualmente, o Brasil é o principal produtor mundial de maracujé amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpus Deg.). O crescente interesse no seu cultivo decorre
principalmente do seu elevado potencial para a exportacdo de suco e pela
conscientizacdo da populacdo quanto ao seu elevado teor nutritivo. Em face de
essa perspectiva torna-se necessdario a melhoria da qualidade e da produtividade
de mudas selecionadas, com maior capacidade competitiva no mercado mundial.
Devido ao sistema radicular do maracujazeiro apresentar poucos pelos absorventes
e radicelas, hd necessidade da aplicacdo de elevadas doses de P na fase de
producdo de mudas e no plantio de pomares, apresentando, portanto, grande
potencial para a associacdo com FMAs (Collozzi-Filho & Carvalho, 1993), o que
pode reduzir a necessidade da aplicacéo de altas doses de P para a producéo de
mudas de boa qualidade (Soares, 1994).

Entre os vdrios fatores que podem interferir na simbiose micorrizica, o substrato é
um dos mais importantes, principalmente no que diz respeito ao nivel de P disponivel, pois
ainfectividade e eficiéncia do FMA variam com o grau de fertilidade do substrato. Cavalcante
etal. (2002), observaram que a desinfestacdo do solo (fumigacéo) e a adubacdo fosfatada,
até 30 mg dm” de P promoveram maior crescimento do maracujazeiro colonizado,
principalmente, por Gigaspora albida ou por mistura de FMAs (inéculo misto), cujo efeito
benéfico comecou a ser evidenciado a partir de 50 dias da inoculacéo.
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Em solo néo desinfestado, o crescimento das plantas foi menor e ndo houve
resposta & inoculac@o dos FMAs. Outro aspecto importante é a presenca de matéria
organica que melhora as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do solo/substrato,
elevando o pH e a disponibilidade de macro e micronutrientes (Freitas, 2001). Silveira
et al. (2003) constataram que a obtencdo de mudas de maracujazeiro amarelo
colonizadas por um isolado de Glomus sp (IAC-28) empregando um substrato com
10% de matéria orgénica (esterco de curral) foi compardvel as colonizadas por
Acaulospora sp (IAC-44) e Acaulospora morrowea, mas em substrato com 25% de
esterco. A adicdo de diferentes fontes e concentracées de matéria orgénica para
adequacao do substrato visando producéo de mudas micorrizadas de maracujazeiro-
amarelo mostrou que as plantas somente responderam & adi¢éo de composto de lixo
urbano quando micorrizadas e que houve efeito da micorrizagéo a partir da adicéo
de 10% de esterco de curral, ndo se igualando, entretanto, ao emprego de 40% de
matéria orgénica, que promoveu melhor crescimento e vigor das plantas (Bento, 1997).
Isso evidencia o potencial de utilizacdo desses fungos no manejo de producéo de
mudas, como agentes de reducédo e melhor aproveitamento de insumos.

Estudo com compostos fendlicos que podem estimular a micorrizacdo em
plantas, pelo estimulo na germinacao de esporos, crescimento micelial e colonizacdo
radicular, foi realizado por Soares & Martins (2000), empregando uma mistura solo-
areia (1:2, v/v) desinfestada por fumigacd@o e com adicdo dos compostos, para
producéo de pléntulas de maracujazeiro, que foi posteriormente transplantada para
substrato néo desinfestado. Concluiram que a micorrizacéo, por G. clarum, Glomus
fasciculatum e inéculo misto de FMAs nativos, aumentou o crescimento e teor de
nutrientes nas plantas, desde o desenvolvimento inicial da muda até a fase posterior
ao transplantio para o solo nédo desinfestado. Os compostos fenélicos, principalmente
quercetina e morina, somente tiveram efeito no substrato ndo desinfestado e com
baixa concentracdo de P, estimulando a colonizacédo radicular pela comunidade nativa
de FMAs presentes no solo e o crescimento das mudas.

Tanto a colonizacdo micorrizica quanto a composicao de flavonéides nas raizes
s@o alteradas pelo estado nutricional da planta. As raizes de maracujazeiro sdo capazes
de sintetizar compostos fendlicos, possivelmente flavonéides, que variaram em funcéo
da colonizacéo por diferentes espécies de FMAs, crescimento da planta e estresse
nutricional (Soares et al., 2005).

Em geral, a micorrizacdo aumenta o crescimento de plantas de maracujazeiro,
mesmo sob estresse hidrico (Cavalcante et al., 2001). As plantas associadas aos FMAs
e submetidas ao estresse apresentaram maiores valores de resisténcia difusiva e
temperatura foliar e menores taxas de transpiracdo que as ndo estressadas e as ndo
micorrizadas, principalmente quando colonizadas por G. albida.

Devido sua importdncia econdmica, a maioria dos trabalhos emprega o
maracujazeiro-amarelo. Entretanto, Silva et al. (2004) avaliaram o efeito da associacéo
micorrizica na producéo de muda do maracujazeiro - doce (Passiflora alata Curtis),
que constitui, apesar do alto preco de mercado, cultura rentdvel e em plena expanséo.
Empregando solo desinfestado por fumigagdo e com uma concentracéo de P de 8
mg dm’*, verificaram que, entre os FMAs empregados, somente G. albida beneficiou
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o crescimento da planta. Posteriormente, Anjos et al. (2005) observaram que o beneficio
da micorrizagéo ocorreu a partir de 30 dias apds a inoculacdo de G. albida e de
inéculo com FMAs nativos, reduzindo o tempo necessdrio para a producéo da muda,
sendo que o efeito positivo no crescimento da planta ocorreu em solo desinfestado ou
néo, com adicdo de até 16 mg dm™de P

Poucos experimentos sdo realizados em condicdes de campo para constatar
se a eficiéncia da micorrizacéo na fase de muda se mantem apés transplantio para o
campo. Collozi Filho & Carvalho (1993) relataram que as mudas de maracujeiro
previamente micorrizadas, especialmente por G. margarita, produziram mais que as
mudas n&o micorrizadas, no campo.

Outro aspecto ainda pouco estudado é o emprego conjunto de microrganismos
benéficos, rizostéricos ou endofiticos, na producéo de mudas de fruteiras. A interagéo
de bactérias promotoras do crescimento de plantas, diazotréficas ou néo, e FMAs
pode resultar em aumentos significativos no crescimento da planta, melhora no vigor
e sanidade, garantindo maior sobrevivéncia da muda no campo, apés o transplantio.
Graca etal. (1991) observaram que a inoculacéo conjunta de Azospirillum brasilense
e Glomus etunicatum aumentou o crescimento das mudas de maracujazeiro-amarelo,
produzidas em solo desinfestado.

5. Associagdo Micorrizica em Bananeira

O Brasil estd entre os maiores produtores mundiais de banana, em fase de
expansdo da cultura, o que exige mudas de alta qualidade genética e fitossanitdria.
A bananeira é uma planta que responde & inoculacéo de FMAs (Declerck et al.,
1994), principalmente ao G. macrocarpum, apresentando variacdo no grau de
dependéncia micorrizica da variedade (Declerck et al., 1995). Além do efeito
benéfico na promocdo do crescimento, tem sido constatado maior toleréncia da
bananeira micorrizada a condicées de estresse. Rufyikiri et al. (2000) concluiram
que a inoculacao de G. intraradices foi eficiente em diminuir os efeitos negativos
da toxicidade de Al em plantas de banana, diminuindo o acdmulo de Al na parte
aérea e raiz e aumentando de Ca, Mg e P, o que é de grande importéncia para
uma planta de regido tropical. Da mesma forma, a colonizacdo de plantulas de
bananeira por G. etunicatum e G. clarum aumentou sua tolerdncia ao estresse
salino, o que pode beneficiar o cultivo desta planta na regi@o semi-érida brasileira,
onde a irrigacdo para producdo de plantas frutiferas tem causado aumento na
salinidade do solo (Yano-Melo et al., 2003).

As pesquisas f&m se concentrado na micorrizacdo de mudas micropropagadas
de bananeira, que passam necessariamente por um periodo de aclimatizacéo, com
utilizacdo de substrato desinfestado, o que permite a introducéo de FMAs que atuam
como bioreguladores do crescimento das plantas, biofertilizantes e biocontroladores
de organismos patogénicos, como revisado por Lovato et al. (1996).
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Intmeros fatores concorrem para a ofimizacéo do efeito da micorrizagéo na
producédo de mudas micropropagadas, como o melhor momento para a inoculagéo
do FMA e o substrato a ser utilizado, j@ que este modula o estabelecimento e o
desempenho da associacd@o micorrizica. Jaizme-Vega et al. (1997) observaram que a
inoculacdo de Glomus mosseae resultou em efeito no crescimento da planta j@ nos
primeiros estddios de desenvolvimento pds-vitro, que se tornou mais evidente na fase
de endurecimento. Lins et al. (2003) constataram que a infroducdo de Gigaspora
margarita mostrou-se benéfica em qualquer dos estddios de crescimento de pléntulas
micropropagadas de bananeira (estddios de enraizamento), principalmente quando
empregado o substrato turfa + vermiculita + 5% de esterco, o que favoreceu, inclusive,
a antecipacdo do inicio da fase de aclimatizacéo das plantulas. Este mesmo efeito da
combinacdo FMA - substrato foi observado por Trindade et al. (2003), que ainda
concluiram que o uso de vermicomposto é promissor para a producéo de muda de
bananeira e que o substrato Rendmax Citrus promoveu o melhor crescimento das
plantas independentemente da micorrizacéo. A adicdo de 10% esterco de curral também
favoreceu o crescimento e absorcao de P por pléantulas de bananeira colonizadas por
G. clarum, a partir de 65 dias de aclimatizacdo (Matos et al., 2002). O emprego de
uma mistura de materiais orgdnicos (bagaco de cana e torta de filtro de usina
acucareira) e vemiculita na forma de bloco prensado, ao invés de tubetes pldsticos,
incrementou o crescimento e absorcdo de nutrientes por mudas de bananeira
colonizadas por G. clarum (Leal et al., 2005).

6. Associagdo Micorrizica em Outras Plantas Frutiferas Tropicais

O emprego de FMAs no sistema de producéo possui grande potencial no
estabelecimento de um cultivo racional e eficiente de mudas de boa qualidade de
vérias plantas frutiferas, que, na maioria, sGo dependentes da micorriza. J& se constatou
que na auséncia de colonizacdo micorrizica, ndo houve resposta do abacateiro e da
mangueira a adicdo de superfosfato, enquanto que o uso combinado do superfosfato
simples (SS) e da inoculacdo de FMAs incrementou o crescimento inicial das mudas
(Silva e Siqueira, 1991). Utilizando como substrato uma mistura de solo e vermiculita,
constataram que o crescimento do abacateiro foi estimulado pelos fungos Glomus clarum,
Glomus intraradices, Scutellospora heterograma e Gigaspora margarita, quando na
presenca de SS. As mudas de mangueira sé responderam & inoculagéo com Gigaspora
margarita e ao inéculo misto (mistura de fungos), mas também com a adicdo de SS.
Plantas micorrizadas de mangueira superaram em crescimento as ndo micorrizadas em
todas as doses de SS aplicadas ao substrato e foram mais eficientes em utilizar o P
adicionado, necessitando apenas de 25% da quantidade de SS usada pela planta ndo
micorrizada para produzir a mesma quantidade de biomassa (Azevedo et al., 1995).

O efeito da desinfestacéo do substrato para obtencéo de mudas micorrizadas
de magueira foi avaliado por Silva et al. (1994). Em substrato desinfestado por
fumigacdo, a maioria dos FMAs inoculados promoveu maior crescimento e
precocidade das mudas, destacando-se Scutellospora heterogama, Acaulospora
scrobiculata, Glomus clarum e Acaulospora sp. J& em substrato nédo desinfestado, os
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FMAs mais eficientes foram G. clarum e Entrophospora colombiana. Utilizando um
inéculo misto, composto por estas espécies fungicas mais eficientes, Silveira et al.
(1995) constataram que o maior crescimento das plantas de mangueira foi obtido
com a adig@o de 10% de esterco de curral ao substrato, enquanto que para as plantas
ndo micorrizadas, a resposta as doses aplicadas foi linear. A partir do terceiro més
apds a repicagem das pléntulas, as plantas micorrizadas j& se destacavam.

A goiabeira também responde & inoculagéo de FMAs, como constatado por
Kumaran e Azizah (1995), principalmente quando colonizadas por G. clarum e
Scutellospora calospora que promoveram incremento na producdo de biomassa e
absorcéo de nutrientes. Samardo e Martins (1999) também observaram resposta da
goiabeira & micorrizagdo, mesmo na dose mais alta de P aplicada ao substrato (50
mg dm’®). Utilizando como susbtrato residuos da indstria acucareira (bagaco e torta
de filiro), Schiavo e Martins (2002) concluiram que a inoculagéo de G. clarum promoveu
o crescimento das mudas, mas apenas no sistema de blocos prensados.

Apesar da producdo comercial da gravioleira (Annona muricata L) ainda ser
pouco expressiva, existe um grande potencial dessa cultura em relacdo & exportacéo
de sucos e derivados (Pinto & Silva, 1995). O efeito da inoculacdo de FMAs no
desenvolvimento de mudas de gravioleira foi avaliado por Chu et al. (2001).
Concluiram que a gravioleira responde muito bem a inoculacéo de FMAs, especialmente
Gigaspora margarita. Em solo fumigado, houve aumento no crescimento e absorcao
de nutrientes, principalmente quando se utilizou Scutellospora heterogama e Gigaspora
margarita, sendo que a eficiéncia micorrizica variou de 594% a 1.348%. Embora o
efeito da inoculacdo tenha sido reduzido em solo ndo fumigado, ainda houve um
incremento no crescimento das plantas colonizadas por G. margarita, Gigaspora sp. e
E. colombiana.

Dentre as fruteiras de importéncia comercial no Nordeste, o cajueiro,
(Anacardium occidentale L.) assume grande importéncia econémica e social. Cardoso
(1994) verificou que a inoculagdo de Glomus macrocarpum e a adubagéo fostatada
ndo proporcionaram efeitos benéficos ao desenvolvimento das mudas do cajuzeiro—
ando-precoce e nem na anfecipacdo do tempo de enxertia. Da mesma forma, Baker
(1994) avaliou os efeitos de humus de minhoca e da inoculagdo de FMAs no
desenvolvimento de mudas de cajueiro-ando-precoce, aos 60 dias apds a inoculacdo,
e observaram que a inoculacé@o também néo proporcionou beneficio no crescimento
das plantas, mas que o humus de minhoca revelou-se uma alternativa promissora.
Entretanto, Weber et al. (2004) constataram que a micorrizacdo do cajuzeiro por
FMAs nativos (mistura de G. etunicatum, G. glomerulatum, Scutellospora sp. e
Acaulospora foveata) e exdticos (mistura comercial “Mycogold”) proporcionou melhor
desenvolvimento das plantas, mas apés 4 meses da inoculacéo.

A mangabeira, (Hancornia speciosa Gomes), é uma fruteira tropical que vem sendo
explorada apenas na forma extrativista, mas que apresenta um elevado potencial para o
mercado consumidor brasileiro. A colonizacéo tanto por Gigaspora margarita quanto Glomus
etunicatum contribuiu para o desenvolvimento da planta (Costa et al., 2000). A mangabeira
mostrou-se dependente da micorrizagdo somente em niveis baixos de P no solo desinfestado
e, principalmente, quando colonizada por G. albida (Costa et al., 2005).
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O acai (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira nativa da Regido Amazénica, cujo
fruto é bastante apreciado, e com importante perspectiva para o comércio interno e externo,
no que se refere & industria do palmito. Nao obstante sua capacidade adaptativa relativamente
elevada, essa planta apresenta crescimento lento e uma elevada faxa de morte de plantulas
em sementeira, fato que limita a expansao da cultura (Bovi et al, 1987). Nesse aspecto, o
estabelecimento da associacdo micorrizica pode ser importante, como constatado por Chu
(1999), que observou alta dependéncia da planta & micorrizacdo e reposta & inoculagéo
principalmente de Scutellospora gilmorei e Acaulospora sp, que promoveram aumento
significativo no crescimento e na absorcéo de nutrientes pelo acaizeiro.

Praticamente todas as regides brasileiras estdo produzindo acerola (Malpighia
glabra L), principalmente no Nordeste brasileiro, onde estd se tornando uma das
atividades mais rentaveis, pela demanda de polpas e sucos no mercado. Um dos
maiores problemas em relacd@o ao cultivo da acerola, refere-se a propagacéo, com
baixo percentual de germinacéo das sementes e pegamento das estacas, além do
crescimento bastante lento. A inoculagéo de FMAs e adubacéo fosfatada pode favorecer
a obtencéo de mudas da aceroleira, como observado por Lima & Freire (2001). Esses
autores mostraram que adicdo de 500 mg dm®de P O, conjuntamente com adubacéo
de NK, associada & inoculacéo de Glomus clarum prsomoveu maior crescimento das
plantas e aumento na absorcao de nutrientes. Costa et al. (2001) também observaram
que a micorrizacdo pode reduzir pela metade o tempo de producdo de mudas de
aceroleira, apés o enraizamento das estacas, e que a inoculagdo de G. margarita e
G. etunicatum promoveu o crescimento das plantas do genétipo Miro, enquanto as
plantas do gendtipo Barbados foram mais beneficiadas por G. margarita, mostrando
que a eficiéncia da associacdo entre FMA e aceroleiras é regulada pela combinacdo
gendtipo - fungo.

A cultura do abacaxi pouco responde & adubacéo fosfatada e sintomas de
deficiéncias podem surgir principalmente em condicées de estresse, como a baixa
umidade do solo ou a qualquer comprometimento do sistema radicular da planta.
Mourichon (1981) atribuiu a adaptacdo do abacaxizeiro, em solos deficientes em P,
ao beneficio proveniente da associacdo com FMAs. Siqueira et al. (1996) néo
observaram grande dependéncia da planta & micorriza, mas houve incremento no
crescimento em resposta & inoculacéo de G. etunicatum nos niveis mais altos de P no
solo.
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Capitulo 5

A Rizosfera e seus Efeitos na Comunidade
Icrobiana e na Nutricdo de Plantas

Elke Jurandy Bran Nogueira CARDOSO (') e Marco Antonio NOGUEIRA ()

1. Introdugéo

A rizosfera foi definida por Hiltner (1904) como a regido ao redor das raizes,
geralmente com 1 a 3 mm, onde hd& crescimento bacteriano, podendo variar de
acordo com fatores relacionados ao solo, idade e espécie vegetal, dentre outros
(Campbell & Greaves, 1990). Atualmente, a rizosfera é definida como “a regido do
solo que recebe influéncia direta das raizes, possibilitando proliferacdo microbiana”
(Figura 1). Nela, os microrganismos desempenham importante papel nos sistemas
naturais e agricolas, |G que participam das transformacdes da matéria organica e dos
ciclos biogeoquimicos dos nutrientes (Andrade, 1999). Mais especificamente, é ainda
dividida em ectorrizosfera e endorrizosfera, compreendendo a parte externa e os tecidos
corticais respectivamente. J& a superficie entre a raiz e o solo é denominada rizoplano.
Nessas regides, os mais variados grupos microbianos podem interagir (Figura 2).

Os exsudatos radiculares influenciam o crescimento de bactérias e fungos que
colonizam a rizosfera pela alteracdo do ambiente do solo circundante, servindo como
substrato para crescimento seletivo de microrganismos do solo, capazes de utilizar
eficientemente determinado substrato. Por sua vez, os microrganismos influenciam a
composicdo e a quantidade de vdarios componentes dos exsudatos radiculares, por
meio de seus efeitos no metabolismo das células da raiz, bem como no estado
nutricional das plantas.

(1) Professora titular, Universidade de Séo Paulo, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” Departamento de
Solos eQNufrigéo de Plantas. CP 09, CEP-13418-900, Piracicaba, SP

(") Professor, Universidade Estadual de Londrina, CCB/Departamento de Microbiologia. CP 6001, CEP- 86051-
990, Londrina, PR
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Figura 1. Rizosfera. Proliferacdo intensa de microrganismos ao redor da raiz (Ra) formando a rizosfera (Ri)
(Andrade & Nogueira, 2005).

Assim, a comunidade microbiana da rizosfera pode variar em estrutura e
composicdo de espécies em funcdo do tipo de solo, espécie de plantas, estado
nutricional, idade, estresse, doencas, dentre outros fatores ambientais (Mahafee &
Kloepper, 1997; Griffiths et al., 1999). As interacdes raiz-microrganismos podem ocorrer
em niveis que variam desde associacdes puramente comensais, passando pelas
associacdes protocooperativas e amensais, até as simbioses, que podem ser mutualisticas
ou parasiticas. Dessa forma, vdrias interacdes ecofisioldgicas ocorrem no ambiente
rizosférico, e o que se observa como crescimento e producéo vegetal é resultado
dessas interacdes, favorecendo ou prejudicando a plena expressdo do potencial
genético da planta (Cardoso & Freitas, 1992). O reconhecimento dessas interacoes e
o entendimento sobre como influenciam o desenvolvimento das plantas poderé permitir
sua aplicacdo como uma ferramenta a mais a ser utilizada na sustentabilidade dos
agroecossistemas, por meio do manejo do ambiente radicular.

2. Alteracdes Causadas pelas Raizes na Rizosfera

As raizes das plantas absorvem fons da solucéo do solo de forma diferenciada,
o que pode levar a deplegéo ou ao acUmulo de determinados fons na rizosfera. Além
disso, também liberam H , HCO e CO , o que causa mudancas no pH. O consumo
ou liberacdo de O também levarh a altefacées no potencial redox (Marschner, 1995).
Como conseqiiéncia, ocorrem alteracées na disponibilidade de nutrientes e na atividade
microbiana.
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Figura 2. Distribuicdo de grupos microbianos ao redor das raizes que podem ser divididos em: Internos &
raiz: A = desenvolvem-se nos espacos intercelulares dentro da raiz; B = desenvolvem-se no rizoplano e
seu nUmero cai drasticamente & medida que se distancia desse local. Externos a raiz: C = Séo excluidos
fisicamente do rizoplano pelos microrganismos B, mas utilizam material orgénico proveniente das
raizes ou produtos dos organismos B ou ambos; D = S@o excluidos fisica ou bioquimicamente pelos
microrganismos B e C, mas utilizam produtos dos organismos C, ou ainda materiais complexos
provenientes das raizes e ndo utilizados pelos microrganismos B e C. E = Utilizam produtos secunddrios
provenientes dos microrganismos rizosféricos mas estdo em desvantagem competitiva em relacdo aos
microrganismos B, C e D, sendo incapazes de competir por moléculas diretamente provenientes da raiz.
F = Microrganismos comuns do solo néo rizosférico, mas fisicamente excluidos dos nichos sobre ou
préximo ao rizoplano, mas ndo sdo inibidos pelos demais microrganismos. G = Microrganismos
comuns do solo néo rizosférico, mas excluido da rizosfera pela atividade e produtos inibitérios dos
demais (Ex.: sensibilidade a antibiéticos e pouco hdbeis em competir por fontes de C e elementos
essenciais, como o Fe). Adaptado de Bazin et al. (1990).

Além das influéncias quimicas que recebe, a rizosfera é rica em exsudatos,
secrecdes, mucilagens, mucigel e lisados celulares. Os exsudatos sdo diferenciados
das secrecées, pois ndo envolvem gasto energético quando liberados pela raiz. J& as
secrecdes atravessam membranas celulares por meio de transporte ativo, com gasto
de energia metabdlica. As mucilagens podem ser excretadas por células da coifa das
raizes, por células externas da epiderme e pélos radiculares ou ainda ter origem
microbiana. O mucigel é composto de material gelatinoso de origem vegetal e
microbiana, em interacéo com coléides minerais e orgénicos. Sua composi¢éo quimica
é complexa devido as suas mais diversas origens, mas é um polissacarideo composto
principalmente de hexoses, pentoses e dcido urénico (Campbell & Greaves, 1990).
Finalmente, os lisados s@o origindrios do rompimento de células corticais, provenientes
da descamacao das células decorrentes do atrito com o solo & medida que crescem
longitudinalmente. Células epidérmicas também sdo desprendidas & medida que a
raiz cresce em diémetro e estas entram em senescéncia (Bolton et al., 1992). Diferentes
espécies de plantas, bem como genétipos dentro da mesma espécie, influenciam
qualitativa e quantitativamente a comunidade microbiana da rizosfera por diferencas
quantitativas e qualitativas de seus exsudatos radiculares (Rengel, 1997; 2002a).
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Tabela 1. Compostos organicos, inorgénicos e enzimas de origem vegetal encontrados na rizosfera de vérias
espécies de plantas (Compilado por Dakora & Phillips, 2002).

lons

Acidos Purinas, ) )
Aclcares Vitaminas Enzimas Aminodcidos  inorgénicos e
orgdnicos nucleosideos gases
cftrico glicose biotina adenina fosfatases  todos os 20 HCO;
oxdlico frutose tiamina guanina 4cidas e aminodcidos  OH’
mdlico galactose niacina citidina alcalinas H
fumdrico  maltose pantotenato  uridina invertase CO2
succinico  ribose riboflavina - amilase H2
acético xilose - protease
butirico ramnose - - - - -
valérico arabinose - - - - -

glicdlico  rafinose - - - - -
piscidico  desoxir-ribose - - - - -
férmico oligos-sacarideos - - - - -
aconitico - - - - - -
latico - - - - - -
pirbvico - - - - - -
glutdrico - - - - - -
malénico - - - - - -
aldénico - - - - - -
erifrbnico - - - - - -

tetrénico - - - - - -

A quantidade de carbono liberada pela planta para a rizosfera é equivalente ou
maior que a quantidade de C gasta na respiracéo radicular, sendo que pode representar
um consumo energético maior que o necessdrio para a absorcdo iénica, a qual representa
até 20% da respiracéo de manutencéo (Clarkson, 1985). Aimensa variedade de compostos
orgénicos liberados pelas raizes na rizosfera estd relacionada na Tabela 1.

Frente a esse ambiente diferenciado, alterado quimicamente e rico em
deposicdes de origem vegetal, nGo ¢ dificil concluir que na rizosfera a atividade
microbiana é diferente daquela que ocorre no solo néo rizosférico. Cheng et al. (1993)
quantificaram a emisséo de CO na rizosfera de plantulas de trigo e encontraram que
41% era proveniente da respiraédo radicular, enquanto que 59% era proveniente da
atividade microbiana, as custas de energia fornecida pela rizodeposicéo. Dessa forma,
a quantidade de microrganismos na rizosfera pode ser mais de mil vezes maior que
no solo ndo rizosférico. A relacdo R/S expressa a relacdo existente entre o nimero de
microrganismos no solo rizosférico (R) e no solo né&o rizostérico (S). Essa relacé@o
caracteriza a maior atividade microbiana na rizosfera, uma vez que geralmente é
maior que 1 (Tabela 2), mas varia em funcédo do grupo microbiano, espécie vegetal,
dentre outros.
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Tabela 2. Comunidade de grupos taxondmicos e funcionais na rizosfera de trigo e em solo néo rizosférico,
determinados pela contagem em placas (Adaptado de Bolton et al., 1992).

Comunidade Rizosfera Solo néo rizosférico Relacdo R/S
log UFC/g log UFC/g

Grupo taxondmico

Bactérias 9,08 7,7 24
Actinomicetos 7,66 6,85 6,6
Fungos 6,08 5 12
Protozodrios 3,38 3 2,4
Microalgas 3,7 4,43 0,2

Grupo funcional

Amonificantes 8,7 6,6 125
Anaerébios produtores de gds 5,59 4,48 13
Anaerdbios 7,08 6,78 2
Desnitrificadores 8,1 5 1260
Celuloliticos aerébios 5,85 5 7
Celuloliticos anaerébios 3,95 3,48 3
Formadores de esporos 5,97 5,76 1,6
Azotobacter <3,00 <3,00 -

A medida que se distancia da superficie da raiz, ha um decréscimo quantitativo
e qualitativo de microrganismos (Figura 3A), formando um gradiente que depende
das propriedades quimicas e fisicas do solo e de fatores relacionados & planta, tais
como a espécie, estado nutricional (Marschner, 1995) e fase de desenvolvimento.
Conforme a planta se desenvolve e atinge maior atividade fisiolégica (Figura 3B),
maiores quantidade e diversidade de produtos séo liberadas para a rizosfera, muitos
dos quais sd@o substratos para o crescimento microbiano (Brasil-Batista, 2003). Os
efeitos desse aumento da atividade microbiana na rizosfera podem ser benéficos (ex.:
fixacdo biolégica do N , micorrizas, biocontrole de patégenos, producéo de substéncias
promotoras de crescimento, imobilizacdo tempordria de nutrientes na biomassa) ou
prejudiciais (ex.: patégenos, rizobactérias deletérias, competicdo por nutrientes com
as plantas). Assim, é necessdrio entender os mecanismos pelos quais os microrganismos
rizosféricos influenciam as plantas, para que se possam buscar tecnologias que ofimizem
suas acdes benéficas e reduzam as prejudiciais as plantas (Bolton et al., 1992).

Os produtos depositados pelas plantas na rizosfera néo constituem apenas
fonte de C para o crescimento microbiano (Dakora & Phillips, 2002), mas tém vdrias
funcées (Tabela 3), como a de promover a quimiotaxia de microrganismos simbiontes,
como é o caso dos flavonéides com relacdo as bactérias fixadoras de N nas raizes
de leguminosas (Hungria, 1994) e aos fungos micorrizicos (Rengel, 2002b).
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Sabe-se que as diminuicées da nodulacdo em leguminosas expostas a alta
disponibilidade de N e da colonizacdo micorrizica em plantas sob alta disponibilidade
de P estdo relacionadas com alteracéo do padréo de exsudacdo de compostos orgénicos
pelas raizes dessas plantas. Flavonéides produzidos por leguminosas induzem a
transcricdo dos genes nod nas bactérias fixadoras, o que desencadeia uma série de
processos que levam a formacdo de néddulos e & fixacdo biolégica do N . Sob alta
disponibilidade de N mineral no solo, hé diminuicdo da exsudacéo desses iddutores, o
que leva a diminuicdo da nodulacéo (Hungria, 1994). No caso dos fungos micorrizicos,
compostos orgénicos liberados pelas plantas na rizosfera funcionam como sinais da
presenca do hospedeiro para o simbionte. Essas moléculas pertencem ao mesmo grupo
dos flavonéides envolvidos na sinalizacéo para rizébio. Nesse caso, eles atuam como
indutores da germinacéo dos esporos ou da elongacédo das hifas (Tsai & Phillips, 1991).

Microrganismos

moroloalcamente Numero de log de UFC g™ solo
distintog células x 10° ou g de matéria seca
12 - INEECE
Y - 120
~ 100
8 - 47
~ 80
6 1 - 60
2 4
4 - — 40 yane Actinomicetos
- —--- Amiloliticos
5 |—®— Numero - ~ 20 A —= Protozoarios
—&  Grupos morfolégicos 0 0+ —Q’ _ —o- Matérig seca
0,52,5 75 125 175 0 20 40 60 80 100 120
Distancia da superficie da raiz (um) Idade da planta (dias)

Figura 3. A) NUmero de grupos microbianos morfologicamente distintos e nimero total de células determi-
nado por Microscopia Eletrénica de Transmissdo em secdes ulirafinas de raizes de trevo (Adaptado de
Foster, 1986). B) NUmero de microrganismos na rizosfera e matéria seca de plantas de milho de acordo
com a idade da planta (Adaptado de Brasil-Batista, 2003).

3. Alteracdes Causadas por Microrganismos na Rizosfera

Se por um lado a comunidade microbiana da rizosfera é influenciada pelas
plantas, por outro as plantas também sao influenciadas por produtos do metabolismo
microbiano. Sdo diversas as maneiras pelas quais os microrganismos afetam a rizosfera:
afetam a rizogénese, morfologia e estrutura das raizes; alteram a permeabilidade das
células das raizes; alteram o metabolismo radicular; estimulam ou inibem a producédo
de determinados exsudatos; alteram a disponibilidade de nutrientes as plantas (Rovira

& Davey, 1974).

Horménios vegetais, tais como dcido indol acético (AlA), etileno e giberelinas
(Lynch, 1986), sdo produzidos por bactérias que se estabelecem na rizosfera, onde se
multiplicam e sobrevivem, obtendo vantagem competitiva sobre a press@o antagonistica
do restante da microbiota do solo. Essas rizobactérias podem ter efeito benéfico, nulo
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ou prejudicial, sendo aquelas que propiciam efeito benéfico denominadas de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) (Kloepper, 1996), dentre
as quais estdo Pseudomonas, Serratia, Erwinia, Bacillus, Arthrobacter e Corynebacterium
(Luz, 1993). Plantulas de trigo possuem em sua rizosfera mais bactérias produtoras de
AlA que plantas adultas, jé que as adultas ndo mais necessitam de maiores quantidades
desse horménio para seu desenvolvimento. Com esse exemplo, sugere-se que as
interacoes de plantas e microrganismos séo reguladas por feedback positivo e negativo,
de acordo com a necessidade de ambos (Andrade, 1999).

Tabela 3. Atuacéo dos produtos liberados pelas raizes na rizosfera (Compilado de Dakora & Phillips, 2002).

Composto liberado

Atuacéo na rizosfera

Fendlicos

Acidos organicos

Aminodcidos e

fitosideréforos
Vitaminas

Purinas

Enzimas

Células epidérmicas

fonte de nutrientes para microrganismos
sinal quimioatrativo de microrganismos
promotores de crescimento microbiano
indutores de genes nod em rizébio

inibidores de genes nod em rizébio

indutores de resisténcia contra fitoalexinas
quelantes de nutrientes de baixa solubilidade
detoxificantes de Al

fitoalexinas contra patégenos do solo

fonte de nutrientes para microrganismos
sinal quimioatrativo de microrganismos
quelantes de nutrientes de baixa solubilidade
acidificantes do solo

detoxificantes de Al

indutores de genes nod

fonte de nutrientes para microrganismos
quelantes de nutrientes de baixa solubilidade

sinal quimioatrativo de microrganismos

promotores de crescimento microbiano e de plantas

fonte de nutrientes
fonte de nutrientes para microrganismos

liberacdo de P a partir de formas organicas

catalisadores da transformag@o da matéria orgénica no solo

produtoras de sinais que controlam mitose e expressdo de genes
indutoras do crescimento microbiano

produzem quimioatrativos

sintetizam moléculas de defesa

atuam como iscas que mantém o dpice radicular livre de infeccdes

liberam mucilagem e proteinas

85



Elke Jurandy Bran Nogueira Cardoso
Marco Antonio Nogueira

A presenca de microrganismos na rizosfera pode aumentar a exsudacdo
radiular. Microrganismos simbidticos como o rizébio e fungos micorrizicos aumentam
quantitativa e qualitativamente a exsudacdo, o que parece légico, visto que esses
microrganismos influenciam diretamente o crescimento da planta e, portanto, sua
fisiologia (Andrade, 1999). Barber & Martin (1976) observaram que 5-10% do C
fixado pela planta foi exsudado pela rizosfera de cevada em condices estéreis, mas,
quando microrganismos foram introduzidos, esse valor subiu para 12-18%, podendo
haver aumento da ordem de 2 a 6 vezes na quantidade de C liberada na rizosfera de
plantas cultivadas em condicdes ndo estéreis, dependendo da espécie de planta
(Biondini et al., 1988). Da mesma forma, na rizosfera de trigo, os exsudatos radiculares
praticamente dobraram na presenca de Pseudomonas putida (Prikryl & Vancura, 1980).
Os mecanismos de inducdo microbiana da exsudacéo radicular néo séo bem
conhecidos, mas uma das possibilidades é que os microrganismos metabolizam
rapidamente o C liberado, criando um gradiente de concentracdo que favoreceria
novas exsudacdes. Outra hipdtese seria de que os microrganismos danificariam
fisicamente as células externas das raizes ou produziriam horménios ou metabdlitos
secunddrios que influenciariam a fisiologia da raiz (Bolton et al., 1992).

Resultados de Godo & Reisenauer (1980) esclareceram que os exsudatos
radiculares de plantas de trigo crescendo em condicdes estéreis aumentaram a
solubilidade do MnO . Esses resultados demonstram que a disponibilidade do Mn '
na rizosfera também %oi influenciada pela interacdo planta-microrganismos, o que
afetou tanto os exsudatos radiculares, quanto as comunidades microbianas associadas.

4. Alteracdes Causadas por Fungos Micorrizicos na Rizosfera

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e microrganismos rizosféricos
podem influenciar seu mUtuo desenvolvimento e exercer efeitos combinados sobre o
crescimento das plantas (Meyer & Linderman, 1986a,b). Segundo Kothari et al. (1990),
os FMA alteram a liberacdo de compostos orgénicos pelas raizes das plantas que
alteram a atividade microbiana da rizosfera. Kothari et al. (1991) observaram que a
colonizag@o de plantas de milho pelos FMAs diminuiu o potencial de reducdo do
Mn" e a quantidade de Mn”" na rizosfera. Embora a comunidade microbiana total
tenha sido similar nas plantas micorrizadas e ndo micorrizadas, o nimero de
microrganismos redutores de Mn diminuiu trinta vezes na rizosfera das plantas
micorrizadas, indicando alteracdes na comunidade microbiana da rizosfera quando
os FMAs est@o presentes. Mudancas qualitativas na comunidade microbiana da rizosfera
induzida pelos FMAs podem ocorrer por causa de efeitos indiretos na fisiologia do
hospedeiro e mudancas na exsudacdo das raizes (Graham et al., 1981; Meyer &
Linderman, 1986b; Arines et al., 1989) ou exsudatos fungicos (Paulitz & Linderman,
1989). As hifas externas dos fungos micorrizicos também podem servir de substrato
para o crescimento microbiano, sendo consumidas (Andrade, 1999) ou ainda os
esporos podem ser parasitados, perdendo sua viabilidade (Siqueira et al., 1984).

A expressao “efeito micorrizosférico” é usada para caracterizar alteracées do
nimero de certos microrganismos causadas pela formacdo da micorriza. Outras
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expressdes sdo os chamados “efeito hifosférico” e “esporosférico”, referindo-
se ao efeito das hifas e dos esporos dos FMAs, respectivamente, sobre a
comunidade microbiana na sua proximidade. Enquanto alguns grupos sé@o
favorecidos pelos exsudatos dos fungos, outros sdo inibidos (Linderman, 1988).
Kothari et al. (1990; 1991) atribuiram o aumento de microrganismos além da
regidGo rizosférica em plantas micorrizadas ao crescimento das hifas fungicas
além dos 5 mm da superficie radicular, o que pode ter propiciado substrato
adicional (exsudatos e lisados de hifas) para o crescimento microbiano. As
superficies do micélio e dos esporos dos FMAs sé@o colonizadas por bactérias e
outros microrganismos (Figura 4) que crescem no material mucilaginoso que
os recobre (Andrade et al., 1998; Nogueira, 2002). Andrade et al. (1997)
demonstraram que diferentes espécies de FMAs do género Glomus sé@o
colonizadas por diferentes espécies de bactérias, tanto na micorrizosfera quanto
na hifosfera, determinando-se ainda que algumas espécies bacterianas tém
especificidade pela micorrizosfera, enquanto que outras preferem a hifosfera.

Assim como os FMAs influenciaom a comunidade microbiana na rizosfera, o
inverso também é verdadeiro. Certos microrganismos do solo produzem compostos
que aumentam a permeabilidade das células das raizes (Barber & Martin, 1976),
de forma que a exsudacdo também aumenta. No caso dos FMA, a maior presenca
de exsudatos radiculares pode estimular a producdo de micélio na rizosfera (Tsai &
Phillips, 1991), aumentando assim a colonizagdo radicular pelo aumento da
densidade de inéculo.

Figura 4. Microscopia eletrénica de varredura mostrando o crescimento microbiano sobre a superficie do
bulbo basal e hifa do fungo micorrizico Gigaspora rosea. (Nogueira, 2002).
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O estimulo dos exsudatos & colonizac@o micorrizica pode ocorrer porque esses
podem complexar produtos potencialmente inibidores, como o excesso de Mn e Zn
(Hepper & Smith, 1976), podem degradar auto-inibidores produzidos pelos préprios
FMAs (Watrud et al., 1978), ou ainda pela producéo de fitohorménios, aminodcidos,
vitaminas, etc. (Reid, 1992). H4 relatos que certos isolados de Bacillus estimulam a
colonizacéo radicular pelos FMA (Aboul-Nasr, 1996), fato que pode alterar a eficiéncia
da simbiose micorrizica. A presenca de isolados de Pseudomonas, inibidora de fungos
patogénicos, estimulou o crescimento de hifas de fungos micorrizicos (Vidal et al., 1996).

5. Rizodeposi¢cdes e a Disponibilidade de Nutrientes

A disponibilidade e a mobilidade de fons metélicos no solo sao diferentes das
encontradas na regido rizosférica. Isso ocorre porque na rizosfera os metais sdo
complexados por agentes quelantes de origem vegetal (Tabela 3), o que aumenta
sua solubilidade e mobilidade (Merckx et al., 1986). A deposicdo pelas raizes de
diferentes moléculas na rizosfera é dependente do estado nutricional das plantas. Por
exemplo, algumas espécies produzem dnions de dcidos orgdnicos em resposta as
deficiéncias de P e Fe, enquanto outras produzem fitossideréforos quando Fe e Zn sdo
limitantes (Jones & Darrah, 1994). Um exemplo interessante é o caso da liberacéo de
uma fitoalexina isoflavonéide pelas raizes de plantas de alfafa sob deficiéncia de Fe,
a qual dissolve fosfatos de ferro, tornando Fe e P disponiveis as plantas. J& os exsudatos
das plantas cultivadas sem suficiéncia de Fe ndo apresentavam essa capacidade de
dissolucdo (Masaoka et al., 1993). Plantas de tomate deficientes em Fe também
exsudam dcido caféico para solubilizar Fe de fontes insoltveis (Olsen et al., 1981). O
mecanismo de acdo desses fendlicos sobre a solubilizacdo de P e Fe é que formam
quelatos relativamente estdveis com os metais presentes nos fosfatos de Fe e Al, e,
conseqUentemente, aumentam a disponibilidade de P e Fe para as plantas (Dakora &
Phillips, 2002). Além disso, também ocorre solubilizacéo de P por mudancas no pH,
por deslocamento de P dos sitios de adsorcéo, e pela quelacdo de fons metdlicos
potencialmente reativos com fosfatos (Kirk, 2002). Plantas sob deficiéncia de fésforo
também podem ter aumento da liberacdo de intermedidrios do Ciclo de Krebs para a
rizosfera, como os dcidos citrico e malico. Outros écidos orgénicos (Tabela 1) também
desempenham importante papel na mobilizacdo de P, Fe e Mn. Por exemplo, plantas
de alfafa sob deficiéncia de P tiveram aumento na exsudacdo de citrato da ordem de
82% (Lipton et al., 1987). Ha diferencas entre espécies de plantas quanto & exsudagéo
em resposta & deficiéncia de nutrientes. Por exemplo, o gréo-de-bico produziu 11 e
24 vezes mais exsudatos que o feijéo guandu e soja, respectivamente, enquanto que
o amendoim produziu 8 e 17 vezes mais que essas espécies (Ohwaki & Hirata, 1992).
Em solos dcidos, o P é indisponibilizado por ser complexado, geralmente, por hidréxidos
de Fe e Al, enquanto que em solos alcalinos esses complexos ocorrem com Ca
(Clarkson, 1985). Entretanto, o feijado guandu é eficiente em obter P nessas condiges,
possivelmente por intermédio do dcido piscidico, um forte quelante de Fe, permitindo
a mobilizagéo do fosfato (Ae et al., 1990). Lynch & Beebe (1995) observaram que
variedades de feijoeiro mais adaptadas as condicdes de acidez do solo também
liberavam mais H e dcidos orgdnicos, o que aumentava a disponibilidade de P no
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solo circunvizinho. Conforme Kirk (2002), a quelacéo por citrato é o mecanismo mais
importante de mobilizagéo de formas insolUveis de P, especialmente em solos altamente
intemperizados, ricos em éxidos metdlicos.

Deficiéncias de Fe e de Zn induzem a sintese de fitossideréforos no citoplasma,
seguido por um aumento de sua liberacdo na rizosfera através da membrana
plasmética. Na rizosfera os fitossiderdforos formam complexos com formas férricas
insolUveis, sendo inteiramente transportados para o citoplasma via transportadores
especificos na membrana (Rémheld, 1991). Sideréforos microbianos também sdo
capazes de solubilizar compostos férricos na rizosfera, embora sejom menos absorvidos
pelas plantas (Jurkevitch et al., 1986). Diferencas genotipicas determinam se uma
determinada variedade é mais ou menos sensivel & deficiéncia de Fe frente & quantidade
de fitossiderdforos que produz (Rémheld & Marschner, 1990). Entretanto, essas
moléculas orgénicas podem ser rapidamente degradadas pela acdo microbiana na
rizosfera. Interessantemente, a planta dispde de mecanismos que visam suplantar esse
aparente problema. Wirén et al. (1993) verificaram que no dpice das raizes de milho
em crescimento o nimero de microrganismos rizosféricos € menor, o que pode ser
parcialmente atribuido a antibisdticos liberados nessa zona (Gochnaver et al., 1990).
Por outro lado, os fitossiderdforos s@o liberados principalmente na regiGo apical
(Marschner et al., 1987). Essa separacdo espacial entre microrganismos e local de
liberacdo dos fitossideréforos ao longo das rafzes seria uma importante estratégia
para retardar a degradacéo microbiana de fitossideréforos, de modo que essas
moléculas possam permanecer por mais tempo hdbeis a complexar ions Fe. Além do
mais, os quelantes complexados com metais parecem ser menos susceptiveis
degradacdo microbiana que os quelantes livres (Boudot et al., 1989).

Outra maneira pela qual as plantas obtém nutrientes da regido rizosférica é
pela producéo de enzimas extracelulares. No caso do fésforo, as formas orgénicas
no solo estdo contidas na biomassa microbiana e como fosfatos de inositol e fitatos
(Clarkson, 1985). A baixa concentracéo de P nas rafzes decorrente de sua deficiéncia
induz a sintese de fosfatases dcidas intra e extracelulares (Duff et al., 1994), seguido
por aumento da liberacéo de fosfatases extracelulares nos exsudatos radiculares. Além
destas, fosfatases dcidas e alcalinas de origem fungica e fosfatases alcalinas de origem
bacteriana disponibilizam P inorgénico (Duff et al., 1994) pela hidrélise de fosfatos
orgénicos monoésteres, que constitui de 30 a 80% do P total nos solos agricolas
(Gilbert et al., 1999). A importéncia da atividade dessas enzimas na disponibilidade
de P as plantas foi evidenciada no trabalho de Tadano & Sakai (1991), em que
plantas de tremogo sob deficiéncia de P exsudaram cerca de 20 vezes mais fosfatase
d4cida de suas rafzes em comparacéo com as de plantas cultivadas em niveis adequados
de P O 4cido fitico constitui uma forma de P orgénico no solo que pode ser mineralizado
pela acdo de fitases (Duff et al., 1994). Li et al. (1997) observaram em diversas
espécies de plantas que quanto maior o estresse causado pela deficiéncia de P maior
era a liberacdo de fitases na rizosfera dessas plantas. Entretanto, Sinclair & Vadez
(2002) guestionam se as plantas realmente 1&m capacidade competitiva pelas formas
organicas de P com os microrganismos da rizosfera. Segundo esses autores, um possivel
papel das fosfatases seria recuperar o P perdido na forma orgénica pelas
rizodeposicoes.
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Além do papel na aquisico de nutrientes pelas plantas, os exsudatos radiculares
também podem ter potencial na fitorremediacdo e na tolerdncia a metais. Algumas
espécies de plantas podem acumular metais pesados nas raizes e posteriormente
elimind-los na forma de exsudatos voldteis (De Souza et al., 1999), reduzindo sua
concentracdo na rizosfera. Genétipos de plantas tolerantes ao excesso de Al exsudam
dnions de dcidos orgénicos como mecanismo de protecéo, como é o caso da
exsudacdo de malato pelas raizes de trigo (Basu et al., 1994) e citrato pelas raizes de
milho (Pellet et al., 1995), por complexar o excesso de Al. Essa exsudag@o dd-se
principalmente na porcao distal das raizes, |G que as células novas nas pontas das
raizes precisam ser protegidas do excesso de Al por um periodo relativamente curto,
apenas o suficiente para que se tornem maturas e menos sensiveis ao Al (Basu et al.,

1994).

A manipulacéo genética de plantas é uma ferramenta que pode ser utilizada
para conferir as plantas capacidade de adaptacdo a ambientes adversos ou aumento
da eficiéncia das associagées microbianas na rizosfera por meio da alteracdo dos
exsudatos radiculares. Por exemplo, o aumento da atividade da citrato sintase visando
ao aumento da biossintese e exsudacdo de citrato pode aumentar a toleréncia ao
excesso de Al e deficiéncia de P, uma vez que o citrato é eficiente ndo apenas em
tornar indisponivel o Al téxico por quelagdo, mas também na solubilizagdo de complexos
insoltveis de P A exsudacéo eficiente de substancias orgénicas de interesse na rizosfera
¢ dependente de trés fatores: 1) seqiéncia de sinais bioquimicos que desencadeiem a
sintese e exsudacdo da substéncia de interesse sob situacdes de estresse; 2) maquinaria
bioquimica eficiente para a producéo de quantidades relativamente elevadas dos
compostos de interesse nas células das raizes; 3) transportadores de membrana que
possibilitem a transferéncia dos compostos organicos dos seus sitios de producdo
para a rizosfera (Rengel, 2002a). A simples combinacdo desses trés fatores numa
mesma planta ndo necessariamente significa sucesso. O ideal é que esse mecanismo
ndo seja expresso constitutivamente na planta, com dispéndio de quantidades
significativas do C fixado, mas sim induzido sob condicéo de estresse, ou seja,
toxicidade de Al ou deficiéncia de P Assim, a planta também poderia utilizar mais
eficientemente o C fixado, revertendo-o em produtividade.

6. PH na Rizosfera e Disponibilidade de Nutrientes

O fator mais importante referente & alteracéo do pH na rizosfera é o desbalanco
na proporcdo entre cations e dnions absorvidos pelas rafzes e a correspondente extrusdo
de H e HCO ™ (ou OH), visando manter neutro o balanco de cargas (Marschner,
1995; Hinsingér et al., 2003). Se mais &nions séo absorvidos em relacdo a cétions,
maior serd a extrusdo de anions HCO na rizosfera, resultando em aumento do pH.
De modo contrdrio, se houver predom?néncio de absorcdo de cations, haverd maior
extrusdo de H e consequente acidificacdo (Dakora & Phillips, 2002).

A liberacdo de dcidos orgénicos na rizosfera (Tabela 1) também causa reducdo
do pH, o que promove a solubilizacdo de fosfatos (Jones & Darrah, 1994) e
micronutrientes metdlicos, os quais t8m sua solubilidade aumentada & medida que o
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pH decresce. Os dcidos orgénicos podem também ter origem microbiana,
incrementada pela liberacéo de compostos orgénicos na regido rizosférica, além da
producdo de CO pelas préprias raizes e pela atividade microbiana, o que também
L2~ ~ ;. A e o
resulta em acidificcéo pela producdo de écido carbbnico (Marschner, 1995; Hinsinger

et al, 2003).

Como o nitrogénio é o nutriente exigido em maior quantidade pelas plantas, a
forma na qual é absorvido é a grande determinante das mudancas do pH na rizosfera.
Quando absorvido na forma de nitrato, as plantas o trocam por é@nions, incluindo OH
, 0 que causa aumento na disponibilidade de alguns nutrientes na rizosfera em solos
dcidos. No caso de micronutrientes metdlicos, o aumento de pH acima de 5,5 pode
causar reducdo na disponibilidade. Sob condicées de excesso de Zn, plantas que
receberam N-NO  apresentaram aumento de pH na rizosfera, o que conferiu protecéo
as plantas ao excesso de Zn (Li & Christie, 2001). Quando na forma amoniacal, a
absorcéo do N-NH " resulta na extrusdo de H' e acidificacdo da rizosfera. Nesse caso
pode haver aumento nas disponibilidades de P, Fe, Cu, Mn e Zn e atingir niveis toxicos,
no caso dos metais. A fixacdo biolégica de N em leguminosas também leva & extruséo
deH', 0 que pode aumentar a disponibilidadé de nutrientes necessérios a esse processo,
como o P Mo e o Fe (Raven et al., 1990). Algumas plantas lancam méo de alguns
mecanismos, ainda ndo totalmente compreendidos, para se adaptarem a condices de
elevada acidez (pH 3-5), como é o caso de Aspalathus linearis, que modifica o pH de
sua rizosfera pela extruséo de OH e HCO  (Muofthe & Dakora, 2000). Isso aumenta a
disponibilidade de alguns nutrientes, entré eles o N, pelo aumento da mineralizacdo
microbiana da matéria orgdnica, favorecida nessa nova condicéo. Essa também pode
ser uma estratégia usada para reduzir a toxicidade de Al, Fe e Mn, 4@ que as formas
toxicas desses metais sdo precipitadas & medida que o pH aumenta.
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a Plantas Néao-leguminosas

Valéria Marino Rodrigues SALA (1), Adriana Parada Dias da SILVEIRA (2)

3

e Elke Jurandy Bran Nogueira CARDOSO ()

1. Introducgéo

O nitrogénio (N) é o elemento mais abundante na atmosfera, porém
indisponivel as plantas, devido & grande estabilidade da molécula, o que torna
necessdria sua adicdo ao solo pelo uso de fertilizantes. Principalmente nos paises de
clima tropical, a agricultura é mais dependente do emprego de fertilizantes
nitrogenados, pois devido & grande quantidade de chuvas e & rdpida decomposicéo
da matéria orgénica, grande parte do N é perdida via lixiviacdo, desnitrificacdo e
pela imobilizacdo microbiana. Portanto, é de extrema importéncia a nutricéo
equilibrada aliada a prdticas culturais que visem um sistema de controle integrado,
minimizando os gastos com adubacéo, tornando a agricultura economicamente vidvel
e mais competitiva, reduzindo as perdas e a poluicdo ambiental.

O Nitrogénio é o macronutriente mais limitante para produtividade das culturas
e representa um dos mais altos custos para o agricultor. Uma vez que, no Brasil, o
fertilizante ndo é subsidiado, a maioria dos genétipos de planta utilizados
comercialmente foi selecionada para obtencéo de alta produtividade em condicées
de baixo nivel de N no solo, favorecendo, mesmo que indiretamente, a selecdo de
variedades que s@o capazes de suprir parte das suas necessidades de N pela associacéo
com bactérias diazotréficas (Débereiner, 1997).

A partir das observacées pioneiras de Débereiner e Day (1976) de que o uso
de meios semi-sélidos, sem N, é a condicéo ideal para o isolamento de diazotréficos
“in vitro”, pois séo microaerdfilos quando ndo supridos com N mineral, esse método
tem sido empregado extensivamente no isolamento e caracterizagdo de microrganismos
fixadores associados a diferentes plantas e condicées de clima e solo.
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Observou-se que tais diazotréficos ocupam preferencialmente sitios onde a
concentracdo de O, é limitada (Figura 1), aonde a taxa de difuséo do O, é igual &
taxa de respiracéo, ndo acumulando oxigénio suficiente para inativagéo da nitrogenase
(Débereiner et al, 1995). Essa descoberta revolucionou e ampliou as pesquisas sobre
todos os aspectos da fixacdo biolégica do nitrogénio nas associacdes entre diazotréficos
e ndo leguminosas, denominadas comumente de fixacdo de N, associativa (Baldani

etal., 1997).

Dnmésr’llcu i Irrigacdo
156 m'/s Indusl?a gy, S6ms
15.7ms
Cantareira
25% M mls

Figura 1. Cultura “in vitro” com a inoculacdo de bactéria diazotréfica associativa, com a formagdo de
pelicula caracteristica em meio semi-sélido e sem adicdo de N.

Observou-se que importantes culturas agricolas como a cana-de-acicar, alguns
cereais e gramineas forrageiras poderiam obter N da sua fixacéo biolégica. O Brasil
é o maior produtor mundial de cana-de-acicar e, também, o maior exportador de
acucar e etanol (Macedo, 2007). Principalmente com o crescente interesse na producéo
de biocombustiveis, com aumento da producéo de carros com a tecnologia “flex” e
das metas estabelecidas no Protocolo de Kyoto, a drea cultivada com cana-de-agtcar
tem crescido no pafs. Jd, os cereais sGo a base alimentar da populagdo humana e
ocupam aproximadamente cinco vezes a drea ocupada por leguminosas. E estimado
que somente as culturas do trigo, milho e arroz consomem aproximadamente 60% do
total de fertilizantes nitrogenados utilizados no mundo (Ladha et al., 2005).

Assim, a pesquisa sobre as bactérias associadas a essas culturas torna-se de
extrema importéncia, mesmo que apenas parte das suas necessidades de N possa ser
suprida pelas bactérias diazotréficas.
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2. Conceito e Disseminagdo

A maior limitagéo para a fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) em sistemas
ndo simbidticos é a disponibilidade de fontes de carbono para a bactéria e,
conseqientemente, para obtencéo de energia, uma vez que o processo demanda
grande quantidade de ATP. Essa limitagéo tenta ser compensada pelo diazotréfico
com a sua localizacdo mais préxima da planta, ou seja, ao redor ou dentro das
raizes, como endéfitos (Tilok et al, 2005).

Assim, as bactérias diazotréficas de plantas néo leguminosas podem ser
agrupadas em trés categorias: organismos rizosféricos, endofiticos facultativos e
endofiticos obrigatérios (Baldani et al., 1997). Na primeira categoria estéo todas as
espécies que colonizam as raizes superficialmente. Os microrganismos endofiticos
facultativos sGo aqueles capazes de colonizar raizes interna e externamente e o terceiro
grupo, tido como de maior importancia, os que colonizam o inferior de raizes e fambém
a parte aérea das plantas ndo leguminosas.

A denominacéo de “bactéria endofitica”, comumente empregada, vem do
fato de serem capazes de viver no interior da planta sem que, no entanto, induzam
uma resposta de defesa & sua presenca (Petrini, 1991). Essa definicdo inclui bactérias
endofiticas simbiéticas, assim como associativas, e ainda, bactérias que sdo endéfitas
em apenas alguma fase do seu ciclo de vida, transitando entre colonizacéo rizosférica
e endofitica (Hallmann et al., 1997).

Essa definicao de bactéria endofitica proposta por Petrini (1991) e a divisdo
em grupos por categoria de acordo com sua localizacdo devem ser empregadas com
cautela, uma vez que muita pesquisa ainda é necessdria para esclarecer os diferentes
modos de atuacdo dessas bactérias na planta hospedeira e do seu habitat durante
seu ciclo de vida.

J& foi amplamente demonstrado que bactérias pertencentes aos géneros
Herbaspirillum e Gluconacetobacter tém pouca sobrevivéncia no solo, sendo denominadas
de endofiticas obrigatérias (Baldani et al., 1997). Entretanto, a classificagéo de acordo
com o habitat pode inferir em erros. Algumas espécies do género Azospirillum possuem
mecanismos especificos de interacdo com as raizes e sdo aptas a colonizar todo o
interior das mesmas, enquanto outras, apenas colonizam a camada de mucilagem ou
células do cértex danificadas das raizes (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

Existem relatos de respostas positivas & inoculacdo de vérios géneros e espécies
de bactérias endofiticas (Dalla Santa et al., 2004; Roesch et al., 2005), auséncia de
resposta da planta & inoculacdo (Ogit et al., 2005) e mesmo de efeitos negativos
(Canuto et al., 2003), dependendo da espécie vegetal, do genétipo, das condicdes
nutricionais, assim como de fatores abiéticos do meio ambiente.

Assim, Kloepper et al. (1992) propuseram uma definicdo mais abrangente,
ou seja, que bactérias endofiticas sdo aquelas que estéo localizadas dentro dos tecidos
vegetais, interiormente & epiderme. Porém, ndo fizeram distingdo entre bactérias
patogénicas e ndo patogénicas, sendo justificado pelo fato de que bactérias encontradas
dentro de plantas aparentemente sauddveis podem ser patogénicas dependendo da

regido geogrdfica.
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Por exemplo, a bactéria endofitica Herbaspirillum rubrisubalbicans, antiga
Pseudomonas rubrisubalbicans, foi descrita como agente causal da estria mosqueada
da cana-de-acicar, e, mais tarde, encontrada em variedades de sorgo causando a
doenca da estria vermelha. Entretanto, ndo houve sintomas da doenca em variedades
brasileiras de sorgo e nos campos de cana-de-acucar, sendo que todos os cultivares
testados se mostraram resistentes a essa bactéria (Olivares et al., 1997). Portanto,
existe uma linha muito ténue dividindo bactérias associativas benéficas, neutras e
patogénicas.

Diferentes métodos de desinfestacdo superficial de tecidos de planta #&m sido
empregados para obtencdo de isolados de bactérias endofiticas (Débereiner et al.,
1995; Mclnroy & Kloepper, 1995; Stolizfus et al., 1997; Aradjo et al., 2001). Com o
emprego de técnicas moleculares, novas espécies estdo sendo descritas como endéfitas
associadas a diferentes espécies vegetais, inclusive espécies de bactérias que dificilmente
poderiam ser identificadas pelos métodos tradicionais de isolamento, por estarem
presentes dentro dos tecidos vegetais em nimero reduzido de células. As bactérias
endofiticas be}néficos ou neutras sdo encontradas em menor nimero, variando de 10
a 10" UFC g tecido fresco, principalmente quando introduzidas com a inoculacéo,
enquantfo que as patogénicas geralmente estdo presentes em grande nimero no in’rer7ior
do9p|on10 hospedeiro, apresentando uma colonizagéo de aproximadamente 10" a
10" UFC g tecido fresco (Lodewyckx et al., 2002).

Geralmente, sGo encontradas em maior nUmero nas raizes, decrescendo
progressivamente do caule as folhas (Lamb et al., 1996; Gomes et al., 2005), o que
demonstra que as raizes sdo a principal “porta de entrada” dessas bactérias, as quais
conseguem penetrar pelos locais que foram danificados naturalmente devido ao préprio
crescimento da planta, ou ainda, nas juncdes das raizes primdrias com as secunddrias
ou nos pélos radiculares. Nas Gltimas duas situacées, a bactéria produz enzimas capazes

de degradar as paredes celulares da planta hospedeira, como celulases e pectinases
(Hallmann et al., 1997).

Entretanto, também podem ser disseminadas via semente ou por alguma parte
da planta, como a cana-de-acicar que é multiplicada por propagacédo vegetativa
(James & Olivares, 1997).

A transmissdo de bactérias diazotréficas para plantas também pode estar
relacionada & presenca de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), como demonstrado
por Varma et al. (1981), Paula et al. (1990, 1991, 1993) e Li & Strzelczyk (2000). A
bactéria estd presente nos esporos desses fungos, mas ainda se desconhece sua funcéo.
No processo de penetracéo das hifas infectivas, pode ocorrer maior exsudacéo de
nutrientes pela planta, acelerando o crescimento de tais bactérias (Paula et al., 1991).
Provavelmente deve existir uma interacéo funcional entre as bactérias endofiticas e os
FMAs (Paula et al., 1992). Plantas dependentes da fixacdo biolégica de N, geralmente
possuem maior demanda de P do que as plantas que recebem fertilizante nitrogenado,
pois existe um aumento no consumo de ATP para o funcionamento da nitrogenase,
além do necessario para transducédo de sinais entre a planta e os microrganismos
(Graham & Vance, 2000). Os rizébios ficam separados dos FMAs, devido & fixacéo
do N dentro dos nédulos, e geralmente ndo ocorre competicdo entre esses
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microrganismos. J& as bactérias diazotréficas associativas néo estdo separadas dos
FMAs (Bandara et al., 2006), podendo resultar em competicéo por nutrientes e espaco
entre os dois microrganismos, ou ainda, em sinergismo, proporcionando beneficios
para planta hospedeira.

3. Interacdo Planta-Bactéria

As bactérias diazotréficas endoficas séo favorecidas porque o interior da planta
representa um hdébitat mais protegido de outros microrganismos, além do maior acesso aos
nutrientes disponibilizados pelas plantas (Gyaneshwar et al., 2001; Baldani & Baldani, 2005).

Em condicdes de campo, principalmente quando a bactéria é introduzida
com a inoculagéo, a multiplicacéo e o estabelecimento na rizosfera séo fatores
importantes para obtencdo dos beneficios propiciados por bactérias diazotréficas
associadas a plantas ndo leguminosas, uma vez que precisam competir com os
microrganismos nativos jé existentes no solo (Baldani et al., 1986). Assim, as respostas
a inoculacdo sdo mais pronunciadas em solos esterilizados (Saubidet et al., 2002),
arenosos (Merten & Hess, 1984) ou em paises aonde as populacdes naturais dessas
bactérias sGo muito baixas, como em Israel (Okon, 1985).

A comunidade microbiana endofitica, entretanto, possui uma estrutura dindmica
que é influenciada por fatores bidticos e abidticos, sendo que a planta é o principal fator na
associacdo planta-bactéria (Halmann et al., 1997). Em uma primeira fase, as bactérias
diazotréficas endofiticas, ainda néo associadas a planta hospedeira, séo selecionadas pelos
substratos disponibilizados pela planta, ou seja, os produtos da rizodeposicéo, como exsudatos
e lisados, que sdo utilizados como fonte de energia. Essa fase é essencial para a multiplicagéo
e o estabelecimento da bactéria na rizosfera. Quando jé estabelecidas como enddéfitas, as
bactérias séo ainda mais dependentes das fontes de carbono disponibilizadas pela planta.

Estirpes isoladas de uma espécie vegetal sGo mais aptas a se restabelecerem
nas raizes da mesma espécie vegetal, apds inoculacdo, sendo denominadas de estirpes
homélogas (Baldani & Baldani, 2005). Pesaro & Widner (2006) demonstraram que
as populacdes de bactérias promotoras de crescimento pertencentes ao género
Pseudomonas, no solo, sob uma cultura de trigo, diferiram das populagées encontradas
sob uma cultura de trevo. Também, Germida et al. (1998) observaram que os grupos
de bactérias encontrados dentro das raizes de plantas de canola néo ocorriam nas
plantas de trigo cultivadas na mesma localidade, demonstrando que as populacées
de bactérias endofiticas sdo fortemente dependentes da planta hospedeira.

Existe um consenso geral de que o genétipo da planta é um fator chave
para obtencéo dos beneficios propiciados por bactérias diazotréficas endofiticas (Reis
et al., 2000). Miranda et al. (1990), utilizando 24 gendtipos de Panicum maximum,
demonstraram que as plantas diferiam quanto & capacidade de obter N pela fixacdo
biolégica, provavelmente, devido a diferencas dos genétipos na capacidade de
associagéo com bactérias diazotréficas. Bhattarai & Hess (1998) também observaram
que diferentes genétipos de trigo diferiram quanto ao aumento de produtividade
propiciado por isolados de bactérias do género Azospirillum e que os maiores beneficios
foram obtidos com gendtipo e bactéria oriundos da mesma localidade.
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Ja foi demonstrado por Antonyuk & Evseeva (2006) que as lectinas produzidas
por plantas de trigo, excretadas pelas raizes, atuam como sinais moleculares para
associacdo com bactérias do género Azospirillum e séo fundamentais para determinar
a especificidade genotipica da interacdo planta-bactéria.

Alguns trabalhos t8m demonstrado efeito positivo da inoculagéo de bactérias
diazotréficas endofiticas ndo homdélogas, ou seja, que foram originalmente isoladas
de outra espécie vegetal. Iniguez et al. (2004) constataram que um isolado de Klebsiella
pneumoniae, originalmente isolado de plantas de milho, foi observado no interior das
raizes de plantas de trigo, suprindo suas necessidades de N. Também, Njoloma et al.
(2006) observaram que uma estirpe de Herbaspirillum sp., a qual foi obtida de plantas
de arroz, pode colonizar como endéfita plantas de cana-de-aclcar, porém, néo
avaliaram os possiveis beneficios para essa cultura.

Existem também relatos positivos da inoculacdo de isolados homélogos
em gendtipo da mesma espécie de planta diferente do qual foram originalmente
obtidos. Sala (2007) observou que bactérias diazotréficas ndo apresentaram
especificidade ao nivel de genétipo, uma vez que foram obtidos de raizes de trigo
do genétipo ITD-19 (Triticum durum) e os maiores aumentos na produtividade,
devido & inoculacado, foram observados nas plantas do genétipo IAC-370 (Triticum
aestivum hard), sendo que esse efeito pode ser constatado em trés experimentos
de campo (Sala et al., 2007).

4. Diversidade

Muitos géneros de bactérias estdo sendo isolados de plantas desinfetadas
superficialmente, demonstrando a diversidade da microbiota endofitica. Segundo Yanni
et al. (1997), a comunidade de diazotréficos cultivdveis é extremamente variada e
somente poucas bactérias foram identificadas e caracterizadas.

A diversidade da comunidade endofitica em plantas de trigo, ao contrdrio da
comunidade rizosférica, € maior nos cultivares modernos, melhorados geneticamente,
comparados aos cultivares antigos ou selvagens (Germida & Siciliano, 2001). Isso
sugere uma adaptacdo da microbiota, e/ou, uma maior especificidade planta-bactéria,
o que torna de extrema importdncia a pesquisa de novas bactérias endofiticas
associativas.

Atualmente, estd sendo demonstrado que algumas bactérias, j& descritas
anteriormente, também sé@o capazes de colonizar o interior das raizes de outras
culturas, como por exemplo, Bulkholderia vietnamiensis encontrada em plantas de
milho (Caballero-Melado et al., 2001) e de cana-de-actcar (Govindarajan et al,
2006), Serratia marcescens, isolada de raizes de plantas de arroz (Gyaneshwar et
al., 2001), e Achromobacter insolitus e Zoogloea ramigera, em plantas de trigo
(Sala, 2007). Além disso, novas espécies de bactérias diazotréficas endofiticas
estdo sendo descritas, como Herbaspirillum hiltneri, isolado de plantas de trigo
(Rothballer et al., 2006) entre outras.
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5. Colonizacéo

Uma vez dentro da planta, as bactérias diazotréficas endofiticas estéo
localizadas principalmente nos espacos intercelulares (Figura 2), entre as células do
cértex das raizes, na regido de alongamento, entretanto algumas bactérias também
podem colonizar as plantas intracelularmente, estando presentes nas células do cértex
e com menor freqiiéncia nos vasos condutores do xilema.

Figura 2. Microscopia Eletrénica de Transmissdo de rafzes de trigo, regiGo de alongamento, apés 15 dias da
inoculacdo do isolado IAC-HT-11, Achromobacter insolitus. Presenca da bactéria no espaco intercelular
das células do cértex. A barra representa 2 um.

Ainda néo estd esclarecido se a presenca da bactéria nos tecidos vasculares
tem somente a funcdo de transportd-la para outras partes da planta ou se, realmente,
a bactéria vive e se multiplica dentro dos vasos condutores (Hallmann et al., 1997).

A localizacéo da bactéria dentro da planta é muito dependente da associacéo
planta-bactéria, sugerindo especificidade dessa interacéo. Algumas bactérias estéo
restritas aos vasos do xilema. James et al. (1997) demonstraram que, nas folhas de
plantas de sorgo, Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans néo estdo presentes
nos espacos infercelulares, mas somente localizados nos vasos do xilema. Entretanto,
Herbaspirillum seropedicae nao foi encontrado colonizando folhas de cana-de-acicar,
mas somente H. rubrisubalbicans, que estava presente nos espacos intercelulares e nos
vasos do xilema (Olivares et al., 1997).

Em plantas de cana-de-acitcar, Dong et al. (1994) observaram que a
colonizacao por Gluconacetobacter diazotrophicus ocorre nos espacos intercelulares,
gue s@o ricos em sucrose e com pH dcido, sugerindo que a localizacdo da bactéria
na planta estd relacionada ao seu requerimento nutricional, pois Gluconacetobacter
cresce e fixa N quando cultivado com sucrose como fonte de carbono e em baixos
valores de pH. Entretanto, James et al. (2001) demonstraram que a colonizacdo por
G. diazotrophicus ocorre nos espacos intercelulares e também nos vasos do xilema.
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Muitas técnicas estdo sendo utilizadas com o objetivo de estudar a localizacéo
dessas bactérias, principalmente as que fazem a marcacéo da bactéria inoculada,
como utilizagéo de soros monoclonais ou policlonais; imunoflorescéncia; emprego de

. 7 " " " n
genes marcadores, denominados de genes repdrteres, como “lacZ” ou “GUS”;
proteinas fluorescentes, como a “GFP”, ou sondas moleculares espécie-especificas.
Essas técnicas sdo importantes para melhor elucidar os mecanismos de interacéo planta-
bactéria diazotréfica endofitica.

6. Efeitos Benéficos

-, RN .
Com o emprego do isétopo estdvel N ficou demonstrado que muitas plantas,
ndo leguminosas, especialmente gramineas, podem satisfazer parte das suas
necessidades de N pela fixagéo bioldgica desse elemento.

Principalmente no Brasil, a cultura da cana-de-acicar responde muito pouco
a adigéo de fertilizantes nitrogenados, sugerindo que pode obter grande parte do N
requerido pela FBN. Foi demonstrado por Urquiaga et al. (1992) que 60 a 70% do N
acumulado em algumas variedades de cana-de-actcar foram provenientes da FBN.

Observou-se que plantas néo leguminosas apresentavam atividade de reducao
de acetileno, sendo mais tarde constatado que as bactérias associadas a essas plantas
possuiam os genes requeridos para expressdo da nitrogenase, e ainda, que ocorria a
expressdo “in situ” dessa enzima na associacdo planta-bactéria diazotréfica (James,
2000). Todavia, como os produtos da FBN sao transferidos para a planta hospedeira
ainda n&o estd totalmente elucidado.

Nas associacdes simbidticas, como nas plantas leguminosas e rizébios, onde
ha uma estrutura definida, o nédulo, | foi demonstrado que os produtos derivados
FBN séo transferidos para a planta hospedeira, e por sua vez, as necessidades de
fontes de carbono da bactéria sdo supridas pelos compostos fotossintetisados
disponibilizados pela planta.

Possivelmente, nas associacdes bactéria endofitica - planta ndo leguminosa, a
condicéo de baixa pressdo de O,, essencial para o funcionamento da nitrogenase e,
consequentemente, para a FBN, pode ser obtida com a alta taxa de respiracéo da
bactéria e/ou nos vasos do xilema, onde hé baixa presséo de O, (James et al.,
1997). No entanto, alta concentracéo de bactérias associadas ou no interior da planta
ndo significa alta expressdo da nitrogenase. Nesse caso, a morte e subseqiente
mineralizacdo do diazotréfico podem liberar quantidades significativas do N fixado,
mas esse processo & ineficiente, e provavelmente tardio, quando comparado & imediata
liberacéo de produtos da fixacdo do N, por bactérias vivas, como ocorre nos nédulos
de plantas leguminosas (James, 2000). Além disso, nenhum diazotréfico endofitico
associado & cana-de-acicar ou a outras gramineas foi encontrado dentro de células
vivas do hospedeiro (Reis et al., 2000), e ainda ndo foi demonstrado que existe
correlagdo entre o nimero de bactérias diazotréficas endofiticas e a quantidade de N
fixado via FBN. Além do mais, pode ser somente uma extensdo da relacéo solo -
comunidade bacteriana rizosférica, a qual possui vantagens de um habitat protegido
que o inferior da planta pode propiciar.
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Assim, Iniguez et al. (2004) propdem que alguns critérios precisam ser
preenchidos com o objetivo de demonstrar que a bactéria inoculada é capaz de
satisfazer a demanda de N de uma planta via FBN: 1. a planta deve apresentar
aumento no teor de N; 2. a planta ndo deve apresentar sinfomas de deficiéncia de N
na auséncia desse elemento; 3. deve-se empregar "N, ou seja, marcacdo isotdpica,
para provar que o N encontrado na planta é oriundo da atmosfera; 4. o nitrogénio
fixado deve ser incorporado na planta em seus metabélicos ou proteinas; 5. todos
esses efeitos ndo podem ser observados nas plantas que nédo receberam inéculo, ou
utilizando mutantes Nif negativos como inéculo. Ainda, para preencher o postulado
de Koch, a bactéria inoculada deve ser re-isolada da planta hospedeira.

Os mesmos autores demonstraram que uma estirpe de Klebsiella pneumoniae
(KB342) satisfazia todos esses critérios quando associada a plantas de trigo do genétipo
Trenton, o que, entretanto, ndo foi observado em dois outros gendtipos. As plantas
apresentaram em média 40% do N total derivado da FBN, e ainda, conseguiram
absorver em média 70% do N contido no substrato, enquanto que as plantas da
testemunha somente absorveram 20%. Isso sugeriu que devido & maior quantidade
de N disponibilizada via FBN, as plantas associadas a essa bactéria apresentaram
maior crescimento radicular, o que proporcionou maior absorcao de N do solo.

Tratando-se de bactérias diazotréficas, acreditava-se que a fixacdo de N, e a
liberacéo de parte do nitrogénio fixado para a planta fossem os principais modos de
acdo sobre o hospedeiro. No entanto, existem muitos trabalhos que relatam aumento
no crescimento radicular propiciado pela inoculac@o sem que esse efeito possa ser
atribuido & FBN (Kapulnik et al., 1985), mas provavelmente, & producédo de fitorménios
pela bactéria. Sevilla et al. (2001) comparando uma estirpe de Gluconacetobacter
com uma mutante Nif negativa, concluiram que outros fatores, ndo somente a FBN,
poderiam ser responsdveis pelos beneficios proporcionados pela inoculacéo.

Geralmente, essas bactérias ndo conseguem suprir totalmente a demanda de
N das plantas somente pela FBN, como acontece com os rizébios para a cultura da
soja. Porém, podem influenciar fortemente a nutricdo nitrogenada das culturas as
quais est@o associadas, aumentando a capacidade de assimilacdo de N, indiretamente,
com o aumento do sistema radicular, ou diretamente, estimulando o sistema de transporte
de N das plantas (Mantelin & Touraine, 2004).

As pesquisas realizadas sugerem que a inoculacéo, portanto, néo substitui o
adubo nitrogenado, porém, promove a melhor absorcao e utilizacéo do N disponivel
(Saubidet et al., 2002). Existem muitos relatos dos beneficios propiciados pela
inoculagéo com a adicdo de fertilizante nitrogenado (Didonet et al., 1996; 2000),
inclusive de Dalla Santa et al. (2004) e Mahboob & Asghar (2002), que obtiveram
aumento da produtividade de trigo com a inoculacdo nos tratamentos com 100% do
N recomendado.

Parece evidente que multiplos mecanismos estdo interagindo para obtencéo
dos beneficios propiciados &s plantas &s quais estas bactérias estdo associadas. Assim
sendo, bactérias diazotréficas associadas a plantas ndo leguminosas poderiam ser
classificadas como bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs), uma vez
que sdo capazes de promover beneficios as plantas, ndo exclusivamente pela FBN.
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As bactérias diazotréficas mais estudadas como BPCPs associativas, ou seja,
que nédo formam simbiose com a planta hospedeira, séo as bactérias pertencentes ao
género Azospirillum (Bashan & de-Bashan, 2005), que foram identificadas inicialmente
como Spirillum lipoferum por Débereiner & Day (1976), isolada de raizes de Digitaria.
Posteriormente, foi proposto o género Azospirillum com duas espécies: A. lipoferum e
A. brasiliense. Atualmente, muitas outras espécies foram descritas como A. amazonense
(Magalhées et al., 1983), isolada de gramineas forrageiras e pupunha nativa da
regido Amazénica, A. halopraeferans (Reinhold et al., 1987), isolada de gramineas
do Paquistdo, A. irakense (Khammas et al., 1989) isolada de arroz no Iraque, A.
doebereinerae (Eckert et al., 2001) isolada da graminea Miscanthus, entre outras.

Foram observadas vdrias modificagdes na morfologia das raifzes das plantas
devido & inoculacdo de isolados de Azospirillum spp., como aumento em ndmero,
comprimento, drea e aumento na absorcdo mineral, que podem estar relacionadas a
substancias promotoras de crescimento secretadas pela bactéria (Martin et al., 1989,
Roesch et al., 2005). Bhattarai & Hess (1998) concluiram que, ao lado da FBN, o
efeito de estimulacé@o do crescimento pela bactéria no desenvolvimento das raizes,
nos primeiros estddios de crescimento da planta, pode ser responsdvel pelo impacto
positivo da inoculagéo.

Observou-se que isolados de bactérias diazotréficas, obtidos de raizes de
trigo desinfestadas superficialmente, promoveram aumento no crescimento nas raizes
de plantas de trigo (Figura 3) (Sala et al., 2005). Foi demonstrado que o aumento
das rafzes propiciado pelos isolados de Azospirillum brasiliense (IAC-AT-8),
Achromobacter insolitus (IAC-HT-11) e Zoogloea ramigera (IAC-HT-12) ocorreu
independentemente da dose de N empregada, observando-se uma maior quantidade
de raizes laterais na presenca dos isolados empregados (Figura 4) (Sala, 2007).

Segundo Mantelin & Touraine (2004), a absorcéo de N e a estrutura das
raizes das plantas séo influenciadas por BPCPs, assim como pela disponibilidade de
N do ambiente. O efeito causado por essas bactérias na absorcéo de N e no
desenvolvimento das raizes é similar ao observado em situacéo de baixa disponibilidade
de N, ou seja, aumento do desenvolvimento de raizes laterais e estimulacdo da
absorcao de N.

Ja foi demonstrado que isolados do género Azospirillum podem sintetizar
auxinas, citoquininas e giberelinas (Bashan et al., 2004). As auxinas s@o os fitorménios
mais comumente sintetizados por diversos grupos de microrganismos, sendo que o
principal é o dcido indol acético (AlA), o qual, inclusive, também jé foi observado em
cultura pura de células de isolados de bactérias pertencentes aos géneros Achromobacter
e Zoogloea (Tsavkelova et al., 2006).

Entretanto, a capacidade de BPCPs de produzir altas concentracées de indbis
“in vitro” n@o é necessariamente um pré-requisito para que ocorra aumento de
crescimento e de producdo das plantas na presenca de tais bactérias, pois o efeito
benéfico depende de sua concentracdo. Os fitorménios estimulam o crescimento das
raizes em baixas concentracdes, porém, causam efeito inibitério em altas, sugerindo
que a inoculag@o com grande ndmero de células bacterianas vidveis pode causar
inibicdo, ao invés de estimular o crescimento das raizes (Dobbelaere et al., 2002).

106



Bactérias diazotréficas associadas
a plantas nao-leguminosas

Gendtipo- ITD-19

Elongamento

HT10 HT11 HT12 AT5 AT6 AT/ AT8 test Z-67 SP-
59b

Isolados

Figura 3. Comprimento da raiz principal do gendtipo de trigo ITD-19 submetido a diferentes isolados de
bactérias diazotréficas endofiticas em relacéo & testemunha. Letras iguais néo diferem entre si pelo teste
de Dunnett a 5%. Z-67: estirpe tipo de Herbaspirillum seropedicae e SP-5%9b: estirpe tipo de Azospirillum
lipoferum.
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Figura 4. Raizes de trigo sob a influéncia da inoculagdo de trés isolados de bactérias diazotréficas endofiticas-
Azospirillum brasiliense (IAC-AT-8), Achromobacter insolitus (IAC-HT-11) e Zoogloea ramigera (IAC-HT-
12)- e testemunha sem inoculagdo.
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A avaliacéo do efeito de bactérias diazotréficas endofiticas no metabolismo
da planta também pode ser uma importante ferramenta para auxiliar na selegéo de
bactérias eficientes no aproveitamento do N disponivel. Boddey et al. (1986), utilizando
mutantes da redutase do nitrato negativos (RN'), observaram que os beneficios em
plantas de trigo causados por uma estirpe de Azospirillum ndo eram devido & FBN,
mas pela maior absorcdo de N mineral do solo, devido ao aumento na atividade
dessa enzima. EL-Komy et al. (2003), também utilizando mutantes RN de Azospirillum,
observaram que estirpes RN eram mais eficientes em proporcionar aumento do N
acumulado em plantas de trigo. Sala (2007) observou aumento na atividade dessa
enzima em plantas de trigo na presenca de isolados de bactérias dos géneros
Azospirillum, Achromobacter e Zoogloea.

A inoculacéo de BPCP pode aumentar o transporte de fons pelas raizes e,
conseqientemente, a absorcdo de N em plantas de trigo associadas a bactérias do
género Azospirillum (Amooaghaie et al., 2002) e em plantas de canola associadas a
Achromobacter (Bertrand et al., 2000). Esses Gltimos autores também sugerem que o
aumento na absorcdo de fons pode ser devido a modificagcées na demanda nutricional
da planta quando associada & bactéria.

Outros mecanismos podem ser responsdveis pelos beneficios propiciados pela
inoculacé@o. Em plantas de tomate foi demonstrado que um isolado de Achromobacter
piechaudii causou resisténcia & salinidade (Mayak et al., 2004a) e ao estresse hidrico
(Mayak et al., 2004b), sendo que este Gltimo efeito também (4 foi observado em
plantas de trigo associadas a uma estirpe do género Azospirillum (Creus et al., 2004).

7. Aplicagdo Prética

De acordo com Bashand & Levanony (1990), aumentos moderados, em torno
de 20%, atribuidos & inoculacéo com diazotréficos endofiticos, seriam considerados
comercialmente significativos na agricultura moderna, desde que consistentes. Apesar
de muitos anos de pesquisa, ainda se observam respostas muito varidveis, ou seja,
falta de reprodutibilidade dos resultados, que séo principalmente atribuidas as técnicas
de inoculacdo (Bashan, 1986), ao genétipo da planta hospedeira (Iniguez et al, 2004),
as caracteristicas do solo, como quantidade de matéria orgénica (Dobbelaere et al.,
2002), ou & comunidade nativa de microrganismos (Baldani et al., 1986), o que tem
desfavorecido a producéo de um inoculante comercial (Dobbelaere et al., 2002).

Entretanto, a inoculac@o pode ser considerada uma prética pouco onerosa.
Sala (2007) e Sala et al. (2007) demonstraram que um isolado de Achromobacter
insolitus promoveu o aumento da producéo de grdos em plantas de trigo em quatro
experimentos realizados em condicées de campo, sendo que esses aumentos foram
obtidos, inclusive, com a adicdo de adubo nitrogenado. A inoculacdo foi
economicamente vidvel nas doses intermedidria e alta de adubacdo nitrogenada,
revertendo em lucro para o agricultor (Tabela 1).

Apesar das respostas & inoculacdo em cereais ou gramineas ndo poderem ser
comparadas & cultura da soja, em artigo de revisdo sobre 20 anos de inoculagdo de
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Azospirillum em experimentos de campo, os autores recomendam a implantacéo de
um inoculante comercial, concluindo que é possivel promover o aumento da
produtividade em importantes culturas agricolas, em diferentes solos e em diferentes
regides climdticas. O sucesso da inoculagdo foi obtido em 60-70% dos experimentos

id realizados (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994).

Tabela 1. Cdlculos econdmicos da inoculacdo do isolado IAC-HT-11, Achromobacter insolitus, baseado
nos precos médios de inoculante e da uréia, praticados no mercado de Campinas (SP).

Experimento

Local Ano Dose de N Lucro acima da testemunha
(R$ ha') %

Campinas 2002 120 kg ha' 125,00 12

Mococa 2002 120kg ha' 183,00 35

Campinas 2003 120 kg ha™ 198,00 27

Campinas 2005 60kg ha' 270,00 28

Desde o trabalho pioneiro de Cavalcante & Débereiner (1988) com a bactéria
diazotréfica Gluconacetobacter diazotrophicus em cana-de—acicar, muito & foi
pesquisado. Entretanto, atualmente, devido ao crescente desenvolvimento da cultura
da cana-de-aglcar no Brasil e aos programas de Bioenergia, especial énfase deve
ser dada & pesquisa da associagdo dessa cultura com bactérias diazotréficas.
Geralmente, as plantas sdo micropropagadas com o objetivo de manter as
caracteristicas genéticas e eliminar possiveis patégenos, ocorrendo, entretanto, a
eliminacdo das bactérias diazotréficas endofiticas. Os principais géneros associados
& cana-de-actcar sdo Gluconacetobacter e Herbaspirilum, que tém pouca sobrevivéncia
no solo e sd@o disseminados principalmente pela propagacéo vegetativa. Assim, o
emprego de bactérias diazotréficas no manejo de obtencdo de mudas
micropropagadas pode ser uma importante ferramenta para introdugéo comercial
da prdtica da inoculacéo dessas BPCPs.

Muitos avancos foram realizados na pesquisa sobre bactérias diazotréficas
associadas a culturas de grande importéncia econémica. Todavia, ainda hd muito a
ser feito, desde estudos sobre os microrganismos e os processos envolvidos na associacéo
com as plantas hospedeiras até a aplicacd@o dessa biotecnologia pelos agricultores.
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Capitulo 7

Biologia Molecular do Desenvolvimento
de Micorrizas Arbusculares

Marcio Rodrigues LAMBAIS (1)

Apesar de as micorrizas serem conhecidas hd mais de um século, os mecanismos
que regulam seu desenvolvimento e funcionamento ainda néo foram elucidados. Além
do crescimento intercelular, tipico de ecto e endomicorrizas, o processo de colonizacdo
das raizes pelos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) é caracterizado pelo crescimento
intracelular das hifas no tecido cortical e pela diferenciacdo de hifas intracelulares
terminais em estruturas efémeras e semelhantes a haustérios chamadas arbisculos
(Bonfante-Fasolo, 1984). Embora o crescimento fungico intrarradicular seja extenso
em micorrizas arbusculares (Mas), as reacdes de defesa da planta séo brandas e
localizadas, sugerindo a existéncia de um mecanismo de reconhecimento métuo dos
simbiontes (Siqueira et al., 2002).

A sinalizacdo molecular entre os simbiontes deve ter inicio muito antes de seu
contato fisico. Para a germinacéo dos esporos, é pouco provével que haja troca de
sinais. Normalmente, esporos germinaréo quando as condicdes de umidade,
temperatura e pressdo parcial de CO forem favordveis. Quando nas proximidades
das raizes de plantas hospedeiras, o crescimento e a ramificaco de hifas dos FMAs
sdo altamente estimulados, sugerindo a existéncia de mecanismos de sinalizacdo
especificos (Bécard & Fortin, 1988; Giovannetti et al., 1993). Tem sido observado que
fatores presentes nos exsudatos de plantas hospedeiras estimulam o crescimento e a
ramificacdo de hifas e a divisdo nuclear de FMAs (Buee et al., 2000; Douds &
Nagahashi, 2000).

A natureza dessas moléculas sinais ainda ndo foi determinada. Certos
compostos fendlicos sintetizados pelas plantas podem estimular a germinacdo de
esporos e o crescimento de hifas in vitro, mas ndo sdo essenciais para o desenvolvimento
da simbiose, como em interacées leguminosas-rizébios (Nair et al., 1991; Siqueira et

al., 1991; Bécard et al., 1992; Bécard et al, 1995).

(1) Professor, Universidade de Séo Paulo, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Departamento de
Ciéncia do Solo, Av. P4dua Dias, 11, CEP - 13418-900, Piracicaba, SP E-mail: mlambais@esalg.usp.br.
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Buee et al. (2000) demonstraram, usando mutantes de milho deficientes em
sinfase de chalcona, que os fatores estimulantes presentes nos exsudatos de plantas
hospedeiras ndo incluem flavondides.

Em vdrias interacées fungo-planta, a primeira e mais importante indicacdo de
reconhecimento de um hospedeiro compativel é a diferenciacdo de hifas fungicas em
apressorios (Staples & Macko, 1980). Aformacao de um apressério funcional, apés a
proliferacéo e a ramificacdo abundante das hifas de FMAs na rizosfera de plantas
hospedeiras (Giovannetti et al., 1994) e adesdo a superficie da célula vegetal, resulta
em penetracdo e posterior colonizacéo do tecido cortical (Figura 1). Ao contrdrio do
que ¢ observado em plantas hospedeiras, espécies de Glomus néo sdo capazes de
formar apressérios funcionais em raizes de plantas néo hospedeiras dos géneros Brassica
e Lupinus, muito embora dilatacdes de hifas, semelhantes a apressérios, possam ser
observadas na superficie das raizes (Glenn et al., 1985; Giovannetti et al., 1993).
Esses dados sugerem que fatores essenciais para a completa diferenciacdo de
apressoérios funcionais sé ocorrem em plantas hospedeiras. Esse fator de reconhecimento
parece ser afetado também pela concentracéo de P na planta. A ocorréncia de
dilatacées em hifas de FMAs é maior na superficie de raizes em condicées de alto
nivel de P (Lambais & Mehdy, 1998), sugerindo que a sintese do fator responsdvel
pela inducdo da formacdo de apressérios funcionais é inibida, ou esse fator é inativado,
nessas condicdes. Giovannetti et al. (1993) demonstraram o fator que estimula a
dilatacéo de hifas e sua diferenciacdo em apressérios funcionais néo tigmotrépicos e
sugeriram a necessidade de sua interacdo com a membrana plasmdtica para que
esse processo ocorra. No entanto, foi demonstrado que a diferenciacéo em apressérios
depende do reconhecimento especifico da parede celular de células epidérmicas, em
um processo dependente de contato (Nagahashi & Douds, 1997).

—
1 2
Esporo
Hifas infectivas
3 (D
Raiz Hospedeira
O Apressério

/
Arbisculo
Figura 1. Representacdo grdfica dos principais eventos que ocorrem durante o processo de colonizacdo das
raizes de uma planta hospedeira por um fungo micorrizico arbuscular. 1. germinacdo do esporo; 2.
ramificacdo das hifas nas proximidades da raiz, 3. diferenciacdo do apressério; 4. colonizagdo
intrarradicular (modificado de Lambais, 1996).
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O processo de infeccdo, propriamente dito, tem inicio na superficie da raiz,
pela penetracdo. Aparentemente, a penetracdo ocorre por combinacdo de presséo
mecénica e degradacdo enzimdtica parcial da parede celular vegetal. A producéo
de enzimas hidroliticas como pectinases, celulases e hemicelulases jé foi detectada em
esporos de Glomus mosseae (Garcia-Romera et al., 1991a, b; Garcia-Garrido et
al., 1992). Peretto et al. (1995), usando cromatografia liquida, detectaram a presenca
de dois picos com atividades de poligalacturonase, presentes somente em raizes
micorrizadas, embora as atividades totais fossem semelhantes em rafzes micorrizadas
e ndo micorrizadas. Essas enzimas foram localizadas, por imunocitoquimica, no
citoplasma do fungo e na interface ao redor de hifas intracelulares, sugerindo origem
fungica e uma possivel participacéo na degradacéo da parede celular vegetal. No
entanto, em comparacéo com espécies de fungos patogénicos necrotréficos, as
quantidades de enzimas capazes de degradar a parede celular vegetal produzidas
por FMAs sdo muito baixas. Os baixos niveis de atividade e a producéo localizada
dessas enzimas resguardariam a integridade do tecido do hospedeiro e evitariam a
ativacdo do sistema de defesa vegetal, possibilitando o desenvolvimento de uma
interacéo plenamente compativel.

A colonizacéo intrarradicular é limitada aos tecidos externos & endoderme e
dd-se pelo crescimento inter e intracelular das hifas. O crescimento intracelular inicial é
caracterizado pela formacéo de simples enovelamentos (hifas transcelulares) e pela
invaginacdo da membrana plasmdtica vegetal, de modo que ndo existe
comprometimento da integridade das células hospedeiras. Esse processo é
acompanhado também pela deposicdo de material semelhante & parede celular vegetal
ao redor da hifa, criando uma regido apopldstica (interface) com caracteristicas
bioquimicas especificas (Figura 2) (Bonfante & Perotto, 1995). Dependendo do genétipo
vegetal, hifas intracelulares diferenciam-se em arbisculos na parte mais interna do
cértex. Essas estruturas sdo formadas pela continua ramificacéo dicotdmica das
extremidades das hifas, sGo efémeras, de ciclo curto (4-5 dias) e responsdveis pela
troca bidirecional de nutrientes entre os simbiontes. Tanto as células vegetais quanto as
hifas fungicas passam por profundas alteracées morfolégicas e fisioldgicas durante o
desenvolvimento dos arbusculos, definindo a funcionalidade da simbiose.

Nos hifas intercelulares e intracelulares néo diferenciadas, a parede celular é
tipicamente fibrilar e contém quitina na forma cristalina. Durante a diferenciacéo dos arbusculos,
a parede celular fungica torna-se amorfa e cadeias de quitina ndo podem ser detectadas
utilizando-se quitinase marcada com ouro, embora seja possivel defectar oligbmeros de N-
acetilglicosamina utilizando-se uma lectina especifica para esse agtcar (Bonfante-Fasolo,
1988). Esses dados sugerem que a polimerizacéo da quitina ndo é completa ou que esse
polimero ndo ocorre na forma cristalina na parede celular dos arbusculos. Polimeros de b-
1,3-glucanas, associados & quitina na parede celular de hifas infer e intracelulares néo
diferenciadas de fungos das familias Glomaceae e Acaulosporaceae, fambém néo séo
observados na parede celular de arbusculos (Lemoine et al., 1995). Adicionalmente, intensa
sintese de membrana plasmdtica, fragmentacéo do vactolo, aumento do volume de
citoplasma, decréscimo no nimero de amiloplastos, movimentacéo do nicleo, rearranjo do
citoesqueleto e aumento da atividade de transcricéo sGo também alteracdes observaveis
durante o desenvolvimento dos arbusculos (Bonfante & Perotto, 1995).
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Figura 2. Modificagdes bioquimicas que ocorrem no fungo, na planta e nos espacos intercelulares entre os
simbiontes em micorrizas arbusculares (modificado de Lambais, 1996).

Alteracées bioguimicas no fungo e no hospedeiro ocorrem néo somente durante
o desenvolvimento de arbUsculos, como também durante o processo de colonizacdo
intrarradicular, de uma maneira geral. Evidéncias de alteracdes do metabolismo do
fungo s@o dadas pelas observacées da atividade e localizacdo de ATPases e da
atividade de fosfatase alcalina vacuolar. Durante o crescimento de hifas a partir de
esporos germinados, ATPases ativas s@o localizadas em uma regiGo préxima &
extremidade das hifas, enquanto que em hifas intercelulares e arbUsculos elas se
localizam ao longo de toda membrana plasmdtica fungica. J& a atividade de fosfatase
alcalina vacuolar é maior durante o processo de colonizacéo das raizes, em
comparagdo com a atividade em hifas provenientes de esporos germinados (Gianinazzi-
Pearson et al., 1995). No hospedeiro, a expressdo diferencial de varios genes
envolvidos na defesa vegetal contra o ataque de patdégenos, avaliada com base em
atividades enzimdticas, acimulo de proteinas e/ou de mRNAs, tem sido observada

durante o desenvolvimento de MAs e podem ter papel fundamental no controle da
colonizacéo intrarradicular (Lambais, 2000; Lambais & Mehdy, 1995).

O crescimento de FMAs no interior das raizes parece ser um processo
“controlado”, j& que a colonizagdo de tecidos meristemdticos e/ou de vasos condutores
ndo ocorre. Adicionalmente, nem todas as células corticais sdo infectadas e a
diferenciacédo de hifas terminais em arbisculos ocorre somente em algumas das células
infectadas. No entanto, os fatores atuantes nesse controle sdo desconhecidos. A
regulacdo do desenvolvimento de MAs e sua funcionalidade deve envolver uma
complexa troca de sinais (“cross-talk”) entre os simbiontes, que pode ser afetada
também pelas condicées edafoclimdticas. O resultado dessa sinalizagéo é a sintese
dos simbiossomos, representados pelos arbUsculos, membrana periarbuscular e
interfaces caracteristicas.

Apesar da colonizacéo extensa das raizes pelos FMAs, ndo hé desenvolvimento
de sinftomas evidentes de resposta de hipersensibilidade tipica (acimulo de fitoalexinas
e morte das células microbianas e do hospedeiro) em MAs (Gianinazzi, 1991), em
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oposicdo ao que ocorre em interagdes planta-patégenos incompativeis. O acdmulo
de fitoalexinas ocorre predominantemente nas fases mais tardias do desenvolvimento
da simbiose e atinge concentracdes muito inferiores aquelas observadas em interagdes
com o fungo patogénico Rhizoctonia solani, por exemplo (Morandi et al., 1984; Wyss
et al., 1991). A auséncia de resposta de hipersensibilidade é, da mesma forma,
observada na simbiose entre leguminosas e rizébios. Aparentemente, em ambos os
sistemas, os microssimbiontes sGo reconhecidos pelos hospedeiros de modo a formarem
interacdes compativeis. No entanto, em raizes de alfafa transformadas com o T-DNA
indutor de raizes de Agrobacterium, a inoculacéo com Gigaspora margarita, um fungo
com baixa eficiéncia de colonizacdo em condicées de casa-de-vegetacdo, induz
respostas semelhantes & resposta de hipersensibilidade. As células infectadas tornam-
se necréticas e acumulam compostos fendlicos, indicando a existéncia de especificidade
entre o fungo e o hospedeiro (Douds et al., 1998).

A utilizag@o de modelos de sinalizacéo e regulacéo génica que ocorrem nas
simbioses leguminosas-rizdbios para a compreensdo dos processos atuantes em MAs
¢ extremamente valida, mas merece consideracdes, principalmente devido &
especificidade tipica da primeira simbiose, a qual ndo é observada em MAs. A existéncia
de fatores comuns entre os dois tipos de simbiose tem sido sugerida, pelo fato de que
mutantes de plantas de ervilha que néo sdo capazes de desenvolver MA tipica e t&m
a infeccdo bloqueada em um estdgio imediatamente posterior & formacdo do
apressorio, isto é myc precoces, sdo também nédo nodulantes, isto € nod (Duc et al.,
1989; Gianinazzi-Pearson et al., 1995). Mutantes que formam nédulos néo fixadores,
isto ¢ nod " fix, fambém n&o desenvolvem MA tipica. Nesse caso, ocorre penetracdo e
colonizacdo intercelular, mas néo hd formacdo de arbusculos, definindo os mutantes
myc tardios (Lambais, 1996). Diferente dos mutantes myc precoces de ervilha, mutantes
de Lotus japonicus nGo nodulantes tém o desenvolvimento da MA bloqueado na
colonizacdo do cértex e foram denominados Coi  (“cortex invasion”) (Wegel et al.,
1998). Adicionalmente, raizes micorrizadas sintetizam proteinas imunologicamente
relacionadas com nodulinas, proteinas especificas de nédulos (Wyss et al., 1990;
Perotto et al., 1994) e fatores Nod séo capazes de estimular a colonizacéo intrarradicular

(Xie et al., 1995).

Tem sido sugerido que o processo de colonizacéo intrarradicular por FMAs
depende da capacidade do fungo em evitar a ativacdo ou mesmo suprimir o
sistema de defesa vegetal (Lambais & Mehdy, 1996; Blee & Anderson, 2000;
Lambais, 2000; Shaul et al., 2000). Em MAs, as atividades de quitinases séo
induzidas nos estadios iniciais do desenvolvimento da simbiose e suprimidas
posteriormente a niveis inferiores aos observados em controles ndo micorrizados
(Spanu et al., 1989; Lambais & Mehdy, 1993). Essa supressdo é atenuada em
condicées de alta disponibilidade de P e pode ser essencial para o desenvolvimento
dos fungos micorrizicos nas raizes (Lambais & Mehdy, 1993). Nessas condicoes, o
acumulo de mRNAs codificando uma isoforma dcida de quitinase é induzido em
células contendo arbisculos ou em sua vizinhanca (Lambais & Mehdy, 1998). As
atividades de B-1,3-glucanases em MAs séo também suprimidas em certos estddios
do desenvolvimento da simbiose e dependem da concentracéo de P e da interagéo

fungo-planta (Lambais & Mehdy, 1995).

121



Elke Jurandy Bran Nogueira Cardoso
Marco Antonio Nogueira

Em condicées de baixa disponibilidade de P, tem sido observado acimulo de
mRNAs codificando uma isoforma de B-],3-g|uc0nose, homdloga a uma isoforma
bdsica de soja, em células contendo arbusculos e suas imediacdes. Além da inducéo
localizada, uma supressdo sistémica, em condicdes de alta concentracdo de P disponivel
ou em raizes micorrizadas, também tem sido observada (Lambais & Mehdy, 1998).

Os mecanismos que controlam o sistema de defesa vegetal durante o
desenvolvimento de MAs ndo sdo conhecidos. E possivel que a regulacéo diferencial
de isoformas de quitinases e B-1,3-glucanases em MAs seja uma conseqiiéncia de
alteracdes hormonais e/ou sintese de moléculas indutoras/supressoras especificas
(Lambais & Mehdy, 1995; David et al., 1998). Alternativamente, a regulacao diferencial
de catalases observada em raizes micorrizadas poderia contribuir para controlar a
concentracdo de H O (um mensageiro secunddrio no processo de transmissdo de
sinais em in’rerogéestlcQJn’ro-pc’régenos) nos sitios de infeccéo e contribuir para evitar a
ativacdo do sistema de defesa (Figura 3) (Lambais, 2000). O desenvolvimento de
novas técnicas de andlise de expressdo génica, como hibridizacdo em “microarrays”
(arranjos ordenados de milhares de genes em ladminas de vidro especiais), andlise
sistemdtica de ESTs (“Expressed Sequence Tags”) e SAGE (“Serial Analyses of Gene
Expression”), bem como a andlise de proteomas de rafzes micorrizadas por eletroforese
bi-dimensional e espectrometria de massa certamente contribuirdo para o completo
entendimento dos mecanismos que controlam a formacao de MAs.

Elicitor 0, EAOs
e
/ %/ Regulagdo
CATALASE
Receptor
Sinalizagdo Percepcﬁ?
Local e o
Sistémica K
Ativagdo de Enriieciment
¥ Fatores de Transcrigdo nrijecimento
3 Parede
Celular Vegetal
A‘hvagao de
" RH « Genes de Defesa

& /

Figura 3. Modelo para o mecanismo de sinalizagdo molecular e controle da expresséo de genes de defesa
por catalases em micorrizas. O reconhecimento de indutores fungicos resultaria na producdo de espé-
cies ativas de oxigénio (EAOs), principalmente HyOo, as quais ativariam a expressGo de genes de
defesa e induziriam uma resposta de hipersensibilidade (RH). A inducdo de atividades de catalases em
micorrizas arbusculares resultaria na degradagdo do HyO9, evitando ou minimizando a ativagdo do
sistema de defesa vegetal e a RH (modificado de Lambais, 2000).
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Capitulo 8

Emprego de Técnicas Moleculares
na Taxonomia e em Estudos Sobre Ecologia
e Diversidade de Fungos Micorrizicos Arbusculares

Milene Moreira da SILVA () e Arnaldo COLOZZI FILHO ()

1. Introducgéo

A maioria das plantas forma associacées simbiéticas com fungos da ordem
Glomales, denominados fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). Os simbiontes
relacionam-se pela colonizacdo radicular realizada pelos fungos, que produzem
estruturas tipicas (arbusculos) no tecido cortical. Na interface formada pelos arbsculos
e as células corticais, ocorrem trocas de nutrientes minerais e metabdlitos entre fungo e
planta, estabelecendo-se um fluxo bidirecional. Os nutrientes sGo absorvidos do solo
pelo micélio extrarradicular e translocados para a planta, ao mesmo tempo em que a
planta disponibiliza para o fungo carboidratos sintetizados por ela. O carater mutualista
dessa simbiose garante vantagens aos simbiontes, com efeitos positivos sobre a nutricdo
das plantas e a produtividade dos cultivos, além de promover a sustentabilidade dos
agroecossistemas.

Embora as micorrizas arbusculares (MAs) sejam conhecidas hd muito tempo,
tanto no que diz respeito aos FMAs quanto ao seu funcionamento, ainda hd muitas
questdes a serem respondidas para que todo seu potencial possa ser explorado.
Conhecimentos mais aprofundados sobre as relacées fungo-hospedeiro séo
fundamentais para o entendimento da infectividade e eficiéncia simbiética, visando
também & selecdo de espécies para programas de inoculacéo. Isso é importante
porque a infectividade dos fungos micorrizicos é varidvel, pois depende de fatores
abiéticos, de sua posicdo taxondmica e, em menor escala, do isolado individual. Os
conhecimentos sobre a diversidade e a dindmica populacional dos FMAs na regido
rizosférica e dentro das raizes, em diferentes plantas e agroecossistemas, sé@o
fundamentais para estabelecer estratégias de manejo da comunidade nativa, visando
maximizar os efeitos positivos da micorrizacéo.
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A condic@o de biotréfico obrigatério dos FMAs tem sido o maior entrave para
que o conhecimento sobre esses fungos avance. Sua classificagéo taxonémica baseia-
se principalmente em caracteristicas morfolégicas dos esporos, que sdo varidveis e
influenciadas por condicdes ambientais. Embora os FMAs apresentem algumas
caracterfsticas que permitem diferencid-los ao nivel de género, sua identificacdo num
nivel taxondmico mais detalhado torna-se muitas vezes dificil, em detrimento da
verificacdo de suas variagdes populacionais. Os estudos sobre diversidade e dindmica
populacional séo realizados a partir de esporos coletados na rizosfera que necessitam
de identificacdo para serem interpretados. O estudo da fase endofitica da simbiose
também é extremamente importante, pois permite definir, entre os fungos componentes
da comunidade rizosférica, aqueles realmente eficientes em colonizar as raizes.
Entretanto, atualmente esses estudos dificilmente séo realizados porque os métodos
ndo possibilitam sua identificacdo nas raizes.

Recentemente, com o desenvolvimento e a adaptacéo de técnicas utilizadas
em estudos de biologia molecular para a pesquisa com FMAs, tem sido possivel
identificar esses fungos dentro e fora das raizes, distinguir diferentes isolados de uma
mesma espécie, estudar relacdes entre espécies e populacdes, num nivel confidvel
que usualmente os estudos morfolégicos cldssicos ndo permitem (Perotto et al., 2000).
Essas técnicas incluem o uso de anticorpos especificos, peril de lipideos e isoenzimas
e técnicas baseadas em PCR com primers universais ou especificos (Rosendahl & Sen,
1992; Simon et al., 1992; Bentivenga & Morton, 1994; Clapp et al., 1995; Lanfranco
etal., 2001).

Apesar de promissores, esses métodos necessitam de adaptacdes e estudos
para serem rotfineiramente utilizados em trabalhos com FMAs. O desenvolvimento de
um método rdpido e preciso para identificd-los na rizosfera e nas raizes das plantas
poderia contribuir para a selecé@o e o uso de técnicas de manejo do solo, plantas e
fungos, visando aumentar o efeito benéfico das micorrizas nos agroecossistemas.

O obijetivo deste capitulo é discutir a contribuicéo e os avancos do emprego
de técnicas moleculares na taxonomia e nos estudos de diversidade de FMAs.

2. Importdncia da Taxonomia nos Estudos Envolvendo Micorriza

Embora os FMAs sejam comuns, observados na maioria dos solos e em espécies
vegetais distribuidas em todos os ecossistemas tferrestres, sua biologia e diversidade
comecaram a ser estudadas com detalhes somente nas Gltimas décadas. O interesse
surgiu devido ao enorme potencial que seu uso representa para a agricultura de
baixo impacto e sustentdvel.

O termo micorrizas (mico: fungo, riza: raiz) foi inicialmente proposto pelo
boténico alemao Albert Bernard Frank em 1885; entretanto, somente apds os anos 50
estruturas reprodutivas dos fungos micorrizicos comecaram a ser conhecidas e
estudadas. A partir dos primeiros protocolos para crescimento desses fungos em culturas-
isca (Mosse, 1953) e protocolos para extracdo de esporos do solo (Gerdemann,
1955), a pesquisa sobre micorrizas ganhou novo impulso. Com a possibilidade de
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multiplicd-los em vasos de cultivo, sua natureza e efeitos nas plantas puderam ser
constatados e estudados com mais detalhes, despertando a atencdo da comunidade
cientifica internacional. Hoje, existe uma vasta literatura documentando o efeito positivo
dos fungos sobre a absorcao de nutrientes minerais pelas plantas, especialmente aqueles
pouco méveis no solo (P, Cu e Zn) (Marschner, 1986; Cardoso, 1985, 1996; Pacovsky,
1986), maior protecdo contra patégenos (Garcia-Garrido & Ocampo, 1989) e
nematéides (Lana et al., 1991), toleréncia a salinidade dos solos (Sylvia & Williams,
1992), a metais pesados (Andrade et al., 2004) e ao estresse relacionado & dgua no
solo (Barea et al., 1993), entre outros.

A medida que os estudos avancaram ficou cada vez mais evidente a importancia
da taxonomia para o entendimento dos FMAs. Apesar de apresentarem diferencas
morfolégicas, essas diferencas ndo séo sempre evidentes a ponto de permitirem sua
diferenciacéo no nivel de espécies (Lanfranco et al., 2001). Além disso, embora os
FMAs néo apresentem especificidade em relacdo ao hospedeiro, eles sao altamente
especificos em relacdo a seus efeitos nas plantas. Essa especificidade pode ser
observada ndo somente no nivel de espécies, mas também de isolados (Paula et al.,
1988). Também ¢é especifica a sensibilidade ou tolerncia aos componentes dos
ecossistemas, tais como tfipo de solo, pH, umidade, fertilidade natural e outros. O
completo entendimento do funcionamento da micorrriza seré resultado da integracéo
de esforcos de pesquisas multidisciplinares. Portanto, é fundamental que os
pesquisadores conhecam a identidade dos fungos com os quais estdo trabalhando,
para que possam comparar resultados e possibilitarem sua reproducdo por outros
grupos. Como relatar, comparar e integrar resultados de pesquisa de trabalhos
individuais em diferentes locais, com diferentes hospedeiros, tipos de solo, efc., sem
conhecer a identidade da espécie de FMA que estd sendo avaliada?

Outro ponto importante séo os estudos sobre a biodiversidade. Diversos autores
apontam a diversidade de FMAs como um dos fatores- chave que contribuem para a
manutencdo da diversidade da comunidade de plantas e para a realizacdo de diversos
processos biogeoquimicos nos agroecossistemas (Francis & Read, 1995; van der Heijden

etal., 1998).

Portanto, a taxonomia é de suma importéncia para os estudos de diversidade
dos fungos micorrizicos, pois pouca informacéo pode ser compilada ou trocada se as
espécies ndo forem conhecidas.

3. Taxonomia de FMA

A andlise filogenética dos FMAs baseia-se principalmente na ontogenia dos
esporos e em suas caracteristicas fenoh’picos, tais como: tamanho, forma, cor e
aparéncia, presenca de esporocarpos, forma e comprimento da hifa de sustentacéo,
ornamentacdo, estrutura e espessura da parede (Morton, 1988), e, ainda, propriedades
parietais tais como pigmentagdo, espessura, ornamentagdo e reacdes histoquimicas.
E dificil inferpretar essas caracteristicas isoladamente. No caso da composicdo das
paredes, por exemplo, geralmente se enrugam, dobram ou sobrepéem-se, separam-
se facilmente, ou permanecem aderidas entre si, o que dificulta sua caracterizagéo.
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Além das caracteristicas dos esporos serem bastante variadas, elas podem ser
alteradas por pigmentos de solo e raizes, compostos quimicos, temperatura, umidade,
pH ou mesmo pela atividade de outros microrganismos do solo.

O fato de os FMAs serem simbiontes obrigatérios e, portanto, néo cultivéveis
em meios artificiais, forna mais dificil sua identificacdo morfolégica, surgindo muitas
duvidas sobre a verdadeira posicéo sistemdtica de algumas espécies.

A identificacdo de esporos coletados diretamente do solo no campo pode
apresentar também muitas dificuldades. Muitas vezes eles tém aparéncia sadia, mas
ndo sdo vidveis, podendo persistir no solo como uma casca por muitos anos. Também,
por pressdes do ambiente (pH, conteddo de argila, etc) eles podem ter suas
caracteristicas originais alteradas, o que dificulta a identificagéo. Outro ponto importante
é que esporos exiraidos de amostras coletadas diretamente no campo podem
representar somente aqueles fungos que estéo colonizando as rafzes mais ativamente,
tendo, portanto biomassa suficiente para produzir uma abundante esporulacéo. Nesse
caso, fungos eficientes que produzem poucos esporos podem néo ser identificados.

Devido a essas consideracoes, a identificacdo dos FMAs a partir de esporos
coletados diretamente no campo néo é recomendada. Entretanto, para estudos
exploratérios da diversidade, esse procedimento é aceito quando se trabalha com
espécies de ocorréncia comum, previamente classificada. Segundo Morton (1993), a
descricéo de muitos taxons foi baseada em coletas Unicas em situacdo de campo, a
partir de esporos de idade desconhecida, degradados, parasitados ou modificados
por fatores abidticos, o que favorece interpretacdes equivocadas. Muitas espécies
foram descritas a partir de espécimes parasitados (Bhattarcharjee et al., 1982) ou
material preservado (Berch & Trappe, 1985).

Para a classificacéo de FMAs indigenas e sua descricdo recomenda-se que os
fungos sejam multiplicados em culturas-isca, em casa de vegetacéo sob condicoes
controladas. Embora seja um método eficiente para obtencéo de esporos, devido &
baixa especificidade na relacdo fungo-hospedeiro apresentada pelos FMAs, também
apresenta algumas dificuldades. A multiplicacé@o de espécies em planta hospedeira, a
partir de amostras de solo coletadas diretamente no campo, pode néo ser representativa
de todos os individuos componentes da comunidade. Algumas espécies podem ser
incapazes de colonizar a planta hospedeira ou mesmo, caso colonizem, podem
esporular pouco no solo, dificultando o estudo da comunidade. E preciso também
considerar que as culturas-isca podem fornecer resultados extremamente variados
porque, mesmo mantidas em condicdes controladas, dependem de fatores bidticos e
abiéticos que incidem sobre a planta hospedeira e o fungo.

A classificag@o morfolégica cldssica dos FMAs é realizada com base em chaves
de identificacdo ao nivel de espécies, tais como as de Schenck & Pérez (1988) e
Walker & Trappe (1993). Recentemente, as descricdes das espécies foram compiladas
e estdo disponiveis no sftio http://invam.caf.wvu.edu/. Nesse sitio é possivel obter
também informacgées que véao desde protocolos para a multiplicagéo de esporos em
cultura-isca até sobre os pardmetros utilizados na sua classificacdo morfolégica.

A classificacdo atual dos FMAs baseia-se na morfologia e ontogenia dos
esporos mas ja considera alguns aspectos moleculares, como resultado da aplicacdo
das técnicas de biologia molecular (Morton & Redecker, 2001).
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A taxonomia dos FMAs sempre foi complexa e a identificacdo se baseava
exclusivamente na avaliacéo de caracteres morfolégicos, principalmente aspectos sub-
celulares, relacionados com as paredes do esporo (Walker, 1983), tais como nimero e
tipo de camadas, espessura, pigmentacdo, ornamentacdo e reacdes histoquimicas
(Bentivega & Morton, 1994). Nesse contexto, encontram-se chaves de identificacdo para
as espécies, ou descricdes evidenciando caracteristicas com valor taxondmico como:
esporos (ontogenia, tamanho, coloracéo, constituicdo das paredes), tipo de hifa
esporigena, células auxiliares (forma e tamanho) (Morton, 1988; Schenck & Pérez, 1988).

A obtencdo de novos conhecimentos resultou em uma nova proposta para
classificacdo, com inclusGo em uma nova ordem (Stubblefield & Taylor, 1988; Pirozynski

& Dalpé, 1989; Morton, 1990; Morton & Benny, 1990).

Devido & complexidade taxonémica dos FMAs, a aplicagéo de técnicas
quimiotaxonémicas, como por exemplo, comparacdo do conteddo de lipidios nos
diferentes géneros, pode auxiliar na identificacdo desses microrganismos. Nesse contexto,
destacam-se vérios estudos como de Jabaji-Hare (1988), Sancholle & Dalpé (1993) e
Gaspar et al. (1994), entre outros. Deve-se salientar que muitos fatores afetam a
quantidade e a qualidade dos écidos graxos, no entanto, esses resultados sGo mais
uma ferramenta que auxilia na identificag@o dos taxons (Sancholle & Dalpé, 1993).

Estudo associando caracteres bioquimicos, moleculares e morfolégicos prop6s
duas novas familias: Archeosporaceae e Paraglomaceae e dois novos géneros:
Archeospora e Paraglomus (Morton & Redecker, 2001). No entanto, nesse mesmo
ano, outro estudo, realizado a partir da andlise filogenética da subunidade do DNA
ribossémico (unidade conservada do genoma) pela técnica de PCR, propés o Filo
Glomeromycota para abrigar os FMAs (Schibler et al., 2001). Os autores indicaram
uma origem monofilética para o grupo, aceitaram a Ordem Glomales de Morton &
Benny (1990), corrigindo o téxon (Glomerales), e criaram trés novas ordens:
Paraglomerales, Diversisporales e Archeosporales.

Recentemente, a classificacdo dos FMAs passou por novas reformulacées. Oehl
& Sieverding (2004) criaram o género Pacispora e Walker et al. (2004) estabeleceram
a familia Gerdemanniaceae, com o género Gerdemannia ambos na Ordem
Diversiporales. Entretanto, ambos os trabalhos foram baseados no estudo da espécie
Glomus scintillans. Como o trabalho de Oehl & Sieverding (2004) foi publicado
primeiro, Walker et al. (2004), baseando-se nas regras do Cédigo Internacional de
Nomenclatura Botanica, consideraram Gerdemannia como sindnimo homotipico de
Pacispora e invalidaram a familia Gerdemanniaceae. Como os autores nédo
propuseram uma familia para abrigar o género criado (Oehl & Sieverding, 2004),
Walker et al. (2004) estabeleceram a familia Pacisporaceae e validaram a Ordem
Diversiporales para abranger a familia Diversiporaceae e o género Diversipora; E
importante ressaltar que esses tdxons foram propostos por SchiiBler et al. (2001), mas
ndo foram considerados validos por ndo terem representantes.

Essas mudangas recentes na taxonomia dos FMAs evidenciam a necessidade
de mais estudos que possam contribuir para o conhecimento da histéria evolutiva do
grupo. As técnicas moleculares, bioquimicas e de ultraestrutura aplicadas & classificacao
dos FMAs sdo ferramentas que auxiliam na identificacéo dos téxons.
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Atualmente s@o descritas cerca de 160 espécies de FMAs (INVAM, 2006),
nimero considerado baixo quando comparado ao dos fungos ectomicorrizicos, que
apresentam aproximadamente 20.000 espécies conhecidas. Parte dessas espécies
encontra-se depositada no Banco de Germoplasma do INVAM (“International Culture
Collection of Arbuscular & Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal fungi”) e também no BEG
(“Banque Européenne des Glomales”). Embora esses bancos sejam considerados de
referéncia para Glomales, ndo detém a totalidade das espécies descritas. O INVAM
mantém, até o momento, um total de 79 espécies (aproximadamente 50% das espécies
conhecidas) sendo 34 de Glomus, 5 de Entrophospora, 14 de Acaulospora, 3 de
Archaeospora, 2 de Paraglomus, 5 de Gigaspora e 14 de Scutellospora. Detalhes

sobre a classificacéo e descricdo das espécies podem ser encontrados no sitio do
INVAM, http://invam.caf.wvu.edu/do

4. Contribuigdo da Biologia Molecular para a Taxonomia e os
Estudos sobre Ecologia e Diversidade de FMAs

A condigéo de biotréfico obrigatério dos FMAs sempre foi o maior problema
para a realizacdo de estudos bdsicos sobre sua fisiologia e genética. Néo sendo
possivel obter e manipular seu crescimento em condi¢des de laboratério, aspectos
importantes da biologia desses fungos séo ainda pouco conhecidos. O conhecimento
existente hoje foi obtido de individuos multiplicados em culturas-isca em casa de
vegetacdo, de esporos isolados diretamente de solo coletado no campo ou mesmo
extrapolado de conhecimentos adquiridos de outros fungos.

Nas Gltimas décadas, o desenvolvimento de métodos baseados em Biologia
Molecular tem oferecido possibilidades extremamente interessantes para se estudar a
diversidade e ajudar a resolver problemas que envolvam afinidades filogenéticas dos
FMAs. A contribuicdo da Biologia Molecular jd pode ser vista na classificacéo atual,
que considera aspectos moleculares para a diferenciacéo de géneros e espécies (Morton
& Redecker, 2001).

Conhecimentos bdsicos sobre fisiologia sdo fundamentais para o
desenvolvimento, adaptacdo e aplicacdo de novos métodos de pesquisa para os
FMAs. Seu desenvolvimento e producdo de micélio no solo s@o extremamente
reduzidos. Entretanto, logo que a simbiose se estabelece, o fungo produz abundante
micélio dentro dos tecidos radiculares e, posteriormente, na rizosfera. Anastomoses de
hifas vegetativas ocorrem em micélio de FMAs (Tommerup, 1988) e fornecem
oportunidades para recombinacdo somdtica de nicleos, também durante o crescimento
fungico no cértex da raiz. Com base nessas observacées, Tommerup (1988) sugere
que o surgimento de incompatibilidade entre hifas de diferentes isolados pode ser
devido ao distanciamento geogrdfico entre as espécies e poderia ser um mecanismo
auxiliar para localizar diferencas genéticas entre populagdes de FMAs.

Como ndo se conhece o estddio uninucleado em FMAs, é possivel assumir
que hifas abriguem um conjunto heterogéneo de nicleos. Se ndo hé reproducdo
sexual ou parassexual em FMAs, variacées devido a mutacoes alélicas esponténeas
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no conjunto de nicleos, em algumas espécies tenderdo a tornar-se homogéneas durante
repetidas divisdes e esporulacdo. Posteriormente, poderd ser simplesmente considerado
como um modo de “acondicionamento” de uma amostra de ndcleos dentro de um
espaco limitado. Nesse caso, a diversidade tornar-se-d importante entre espécies
originadas de solos ou regides geogrdficas diferentes, ja que as espécies terdo origem
clonal, com divergéncia ao acaso e nenhum fluxo de gene. Mas se ocorrer reproducédo
sexual ou parassexual, a freqiéncia de substituicdo de nucleotideos permanecerd a
mesma, enquanto a troca de material genético serd possivel, ocorrendo um aumento
em gendtipos dentro de uma mesma espécie ou grupo.

Estimativas de nimeros de nicleos em esporos de FMA de espécies diferentes
mostram valores extremamente altos (Giovannetti & Gianinazzi-Pearson, 1994). Contudo,
ndo se sabe se os nicleos dentro de um esporo originam-se de um nimero pequeno de
nicleos que se dividiram ou se migraram diretamente do micélio vegetativo. Isso é
importante porque a variacdo genética dependerd de nicleos. Utilizando um genétipo
modelo de um locus e dois alelos, p e g respectivamente, a probabilidade da freqiéncia
de p ou g oscilar entre 1 ou 0 serd muito grande, se o nimero dos nicleos originais no
esporo é pequeno. Assim, se existe um fenémeno de variacdo ao acaso na esporulacéo,
o uso de vdrios ciclos de reinoculacdo com um sé esporo, inevitavelmente, levard &
clonagem de apenas um tipo nuclear (p ou q). Entretanto, se os nicleos do esporo
representam a diversidade nuclear do micélio, dos quais eles s@o originados, repetidas
reinoculacdes com um Unico esporo manterdo a diversidade. A andlise da divergéncia
de nucleotideos através de um nimero de geracdes, comecando se de um sé esporo,
tornard possivel detectar uma eventual oscilacdo genética e estimar sua amplitude.

Avaliacées do contetdo de DNA dos nicleos indicam valores de 0,25 pg em
Glomus versiforme para 0,77 pg em Gigaspora margarita (Bianciotto & Bonfante,
1992), mas ndo hé informacéo se a amplitude de variagdo pode ser devido &
poliploidia ou & amplificacdo de certas seqiéncias de DNA (seqiéncias repetitivas),
sem mudancas na informacéo contida dentro do genoma. Estimativas de curvas de
denaturacdo de DNA ajudam a responder essa questdo (Britten & Kohne, 1968).

Os estudos sobre a fisiologia, bioguimica e genética dos FMAs sao
fundamentais para o entendimento do fenémeno da micorrizagdo. Entretanto, seu
completo conhecimento s6 serd alcancado pela integracéo de conhecimentos e do
desenvolvimento ou adaptacdo de novos métodos que permitam estudar a fisiologia
da simbiose, estudando as estruturas fungicas produzidas nas raizes e identificando os
fungos em ambientes tdo diversos como no solo e no tecido cortical das raizes.

4.1 Técnicas Moleculares Aplicadas aos FMAs

Atualmente, os estudos sobre caracterizacdo genética de FMAs estdo sendo
auxiliados pelo emprego de marcadores moleculares. Entre os marcadores utilizados
estdo a andlise de isoenzimas, do perfil gendmico do rDNA (DNA ribossomal) e do
mtDNA (DNA mitocondrial), baseados na técnica de PCR (reacdo em cadeia da
polimerase), do RFLP (polimorfismo de tamanho nos fragmentos de restricao), do RAPD
(polimorfismo pela amplificacéo aleatéria do DNA), do DGGE (gradiente desnaturante
em gel de eletroforese), assim como do emprego dessas técnicas associadas.
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4.1.1 Andlise de Isoenzimas

Isoenzimas caracterizam-se por serem proteinas codificadas por alelos diferentes
de mesmo “locus” genético (aloenzimas) ou por “loci” genéticos separados, que tém a
mesma atividade enzimdtica, mas mobilidades eletroforéticas diferentes no gel (Micales
et al., 1986). Bandas de aloenzimas migram rigorosamente juntas e de isoenzimas,
codificadas por “loci” diferentes, migram diferentemente no gel. O estudo das isoenzimas
pode fornecer informacdes sobre citogenética e genética nuclear do fungo isolado.

Diversos sistemas de isoenzimas tém sido estudados em FMAs e os resultados,
obtidos a partir de andlises do padréo de bandas em gel, sugerem que esses fungos
podem ser hapléides (Rosendahl & Sen, 1992). Como as bandas representam
diretamente os genes dos fungos, podem revelar diferencas genéticas entre fungos
proximamente relacionados, contribuindo para a classificacdo dos FMAs. A andlise de
isoenzimas tem sido particularmente aplicada aos membros do género Glomus. Hepper
et al. (1986) relataram a expressdo de um “locus” da peptidase, em micélio simbidtico,
mas ndo em esporos, de duas espécies de Glomus. Variacdes no padréo de bandas
ocorrem entre espécies e entre isolados. Observa-se diversidade genética aparente entre
isolados reconhecidos como G. mosseae de diferentes origens geogrdficas, conforme
relatado por Hepper et al. (1988). Entretanto, a amplitude da variabilidade da isoenzima
depende muito da enzima em questdo, de tal forma que uma andlise genética precisa,
baseada na expressdo de isoenzimas, requer testes com um ndmero grande de sistemas
enzimdticos diferentes. Contudo, alguns diagnésticos de bandas de isoenzimas séo
estdveis sob condicoes varidveis de crescimento. Essa caracteristica torna-os instrumentos
potencialmente Uteis para monitoramento de FMAs morfologicamente indistinguiveis em
infeccdes multiplas, o que pode ser uma ferramenta valiosa para estudos de dindmica
populacional (Hepper et al., 1986, 1988b; Rosendhal et al., 1989). A utilidade de
padrées de variabilidade de isoenzimas associados a caracteres morfolégicos, utilizados
como critério taxonémico, é discutida por Rosendahl & Sen (1992).

4.1.2. Andlises do Perfil Gendmico Baseado no DNA Recombinante

Métodos moleculares usados para estudar a diversidade microbiana ao nivel
de d4cidos nucléicos essencialmente buscam por substituicdes, insercoes, delecdes ou
rearranjos de grupos de nucleotideos. Para os FMAs, a aplicacéo desses métodos era
dificil devido aos problemas para obtencdo de quantidades suficientes de DNA.
Contudo, essa dificuldade foi contornada com o desenvolvimento da PCR (reacéo da
polimerase em cadeia), que promove uma amplificagéo enzimética do DNA (Saiki et
al., 1985; Mules et al., 1986). Essa técnica modificou completamente as andlises de
4cidos nucléicos até entdo realizadas, abrindo novas perspectivas aos estudos da
biodiversidade e permitindo o estudo de organismos néo cultivaveis, como os FMA:s.

DNA ribossémico (rDNA)

O rDNA tem sido extensivamente utilizado em estudos filogenéticos de fungos.
Na maioria dos eucariotos, incluindo todos os fungos verdadeiros, o rDNA apresenta-
se como um arranjo repetitivo “em tandem” dos trés maiores genes que codificam

134



Emprego de técnicas moleculares na taxonomia e em estudos
sobre ecologia e diversidade de fungos micorrizicos arbusculares

para os diferentes tipos de rRNA, separados por espacadores transcritos ou néo (Bruns
et al., 1991). As regides génicas de rDNA s@o altamente conservadas, de forma que
sondas heterélogas hibridizam-se fortemente a elas. J& os espacadores, particularmente
o espacador intergénico (IGS), podem variar na sua seqiiéncia de maneira significativa,
até mesmo intraespecificamente.

Um dos principais alvos dos estudos de variabilidade e biodiversidade em estudos
gendmicos sdo os genes ribossdmicos. Esses genes multicopias sdo constituidos de trés
regides codificadas de diferentes tamanhos (18S; 5,8S e 25-28S) separados por duas
seqUéncias ndo traduzidas (ITS, espacos intragénicos transcritos). As regides codificadas
tém sido suficientemente conservadas durante a evolucdo e permitem o desenho de
“primers” especificos para o gene ribossémico. As seqiiéncias ITS, separando a regido
5,8S da 18S e 25-28S, séo varidveis e podem ser usadas para diferenciar espécies
proximamente relacionadas (White et al., 1990; Lanfranco et al., 2001).

Sondas podem ser construidas pela comparacdo entre os padrées de variabilidade
intragénicos e das regides intergénicas. Seqiéncias de rRNAs (ou rDNAs) de vdrias
subunidades dos ribossomos séo regides bastante estudadas para andlises filogenéticas e
desenvolvimento de sondas. Os estudos dos genes sdo Uteis porque: 1) eles existem em
cépias multiplas e sdo facilmente detectados durante o procedimento de hibridizacéao; 2)
as regides génicas sdo evolutivamente conservadas e existem na literatura sondas (para
hibridizac@o) e “primers” (para PCR e andlise de seqiéncia de nucleotideos) que podem
ser utilizadas para vdrios objetivos; 3) hd conhecimento substancial sobre RNA em eucariotos;
4) as regides infergénicas adjacentes as regides génicas sdo altamente varidveis entre
espécies, sendo possiveis as comparacdes entre “taxa” relacionados. Como as subunidades
ribossomais diferem em tamanho e quantidade, as seqiiéncias dentro da subunidade
variam. Seqiéncias de dominantes dentro de subunidades ribossomais podem ser
comparadas para identificar seqiiéncias usadas para sondas de especificidade variada.
Blanz & Unseld (1987) discutem com detalhes o dominio das subunidades ribossomais
para locar seqiiéncias usadas para identificar fungos em diferentes niveis taxonémicos.

A natureza multicépia do rDNA repetitivo torna a regido ITS de fécil amplificacéo
em amostras de DNA pequenas, diluidas ou altamente degradadas. Alguns estudos
demonstram que a regido ITS é varidvel entre espécies de fungos que diferem na
morfologia, sendo a variacdo intraespecifica baixa. Entretanto, existem excecoes.

DNA mitocondrial (mtDNA)

O DNA mitocondrial também vem sendo utilizado nos estudos de biologia
molecular dos FMAs devido as seguintes caracteristicas: a) possui tamanho reduzido,
variando de 17 a 176 Kb; b) nGo apresenta metilacdo de bases nitrogenadas; )
possui grande nimero de cdpias no genoma, permitindo a visualizagéo dos fragmentos
de restricéio com facilidade, via hibridizagéo com sondas de mtDNA; d) é rico em
RFLP ao nivel intraespecifico (Bruns et al., 1991).

Devido a essas caracteristicas, o mtDNA é potencialmente Util no estudo de
caracteristicas genéticas e relacées filogenéticas de populacdes ou isolados (Kim et
al., 1992). Entretanto, é necessdrio cuidado quando séo interpretadas diferencas em
mtDNA de fungos.
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Grande variabilidade em mtDNA pode existir entre e dentro de espécies de
fungos. A elevada taxa de mutacéo no mtDNA ¢ explicada pela auséncia de atividade
de exonuclease 3'5' como mecanismo de reparo nas polimerases das mitocédndrias.
Dessa forma, a evolucdo do mtDNA pode ocorrer de maneira extremamente rdpida.

4.1.3 Técnicas Baseadas em PCR (reagdo em cadeia da polimerase)
para Estudo do DNA Recombinante

A técnica de PCR permite a amplificagéo in vitro de uma regido de DNA
situada entre dois segmentos reconhecidos por “primers”. Os “primers”, dispostos nas
extremidades da seqiéncia a ser amplificada, fornecem a extremidade 3' livre para a
atuacdo da DNA-polimerase. A reacdo é aquecida a 90-95°C, para desnaturacdo
do DNA molde, sofre um resfriamento entre 40-60°C para permitir o anelamento dos
“primers” aos sitios apropriados no DNA molde e um novo aguecimento a 70-75°C
para que a Tag-polimerase sintetize novas fitas de DNA, completando-se assim o
primeiro ciclo de amplificacé@o. Nos ciclos seguintes, os “primers” irdo se ligar nas fitas
originais de DNA e também nas sintetizadas nos ciclos anteriores.

Os produtos da amplificacdo sdo separados por eletroforese em gel de
agarose, onde os fragmentos maiores migram mais lentamente. Cada banda de
DNA amplificado é o resultado da interacdo entre o “primer” e o DNA molde. Os
polimorfismos sdo reconhecidos pela presenca de um fragmento amplificado em um
dos gendtipos em relacéo & auséncia deste mesmo fragmento em outro genétipo, o
que é devido a diversos fatores. Alteracdes na seqiéncia de bases nas regides
complementares aos “primers” eliminam um sitio de ligacéo do oligonucleotideo e
insercdes de seqiéncias entre os sitios de ligacdo dos “primers” deixam o segmento
molde maior que o limite da PCR, de forma que a amplificacéo néo ocorre, sendo
ambas as mutacdes reconhecidas pela auséncia da banda no gel. Insercdes entre os
sitios de ligac@o dos “primers”, que ndo ultrapassem o limite da PCR, fardo com que
a amplificagé@o ocorra, mas produzindo uma banda com peso molecular maior. Por
outro lado, delecdes entre os sitios de ligacdo dos “primers” fardo com que a
amplificacdo ocorra, produzindo uma banda de peso molecular menor.

Pela PCR, quantidades em picogramas de DNA podem ser amplificadas a
valores que sd@o detectados e analisados pelos métodos de Biologia Molecular
convencional. Devido ao desenvolvimento da PCR tornou-se possivel analisar o
DNA e caracterizar espécies a partir de pequenas quantidades de material, tal como
apenas um esporo de FMA. A técnica tem aumentado muito a capacidade de analisar
seqiUéncias, que podem ser usadas para determinar variabilidade entre organismos.
Além disso, apés a amplificacéo, se as seqiéncias forem determinadas, poderéo
ser construidos “primers” especificos para aquela regido. Apés a amplificacdo da
regido de interesse, é possivel o mapeamento da seqiéncia para comparacéo com
fragmentos similares de outros individuos. Depois de comparados, regides de
especificidade podem ser identificadas e seqiéncias reconstruidas para uso como
sondas (para identificacdo), “primers” adicionais (para PCR) para identificacéo
individual ao nivel taxonémico desejado (White et al., 1990) e sondas de DNA e
RNA (Schowalter & Sommer,1989).
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PCR-RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso)

Essa técnica, desenvolvida por Willians et al. (1990), baseia-se na amplificacéo
de fragmentos nao especificos de DNA, pela PCR, utilizando-se oligonucleotideos de
10-15 bases como iniciadores (“primers”) para amplificar o DNA gendmico. Pelo
RAPD ¢ possivel identificar o grau de similaridade entre genétipos, nos niveis inter e
intra-especifico.

A técnica RAPD difere da PCR por utilizar apenas um “primer” de seqiiéncia
arbitrdria por reacé@o, enquanto na segunda utilizam-se dois “primers” com
seqUéncias de insercdo conhecidas. A amplificacéo ocorre quando um “primer”
dessa mesma seqiiéncia reconhece um sitio de homologia em uma das fitas e
também o mesmo sitio, porém com orientacdo invertida na outra fita da molécula
de DNA, dentro do intervalo limite da PCR - 4Kb (Williams et al., 1990).
Dependendo do “primer” usado, o padrdo da banda de fragmentos de DNA
varia e pode ser espécie-especifico.

O RAPD ¢é uma técnica altamente sensivel a diferencas de nucleotideos entre o
“primer” e o DNA molde, incluindo diferencas em um Unico nucleotideo. Além disso,
marcadores RAPD podem ser mapeados para regides do genoma que sdo inacessiveis
para andlise de RFLP, pela existéncia de DNA repetitivo.

Outras vantagens dessa técnica s@o a rapidez e o ndo-envolvimento de
hibridac@o ou radioatividade. Além disso, requer pequena quantidade de DNA,
ndo necessariamente de alta qualidade, nenhum trabalho preliminar é necessdrio
e, finalmente, uma maior quantidade de marcadores pode ser encontrada quando
comparado ao RFLP (Williams et al., 1990). E importante observar que o método
requer pouco conhecimento da bioquimica ou biologia molecular das espécies
em estudo.

As principais aplicagdes do RAPD sdo o mapeamento, classificacéo de
linhagens de uma espécie, caracterizacdo molecular de espécies, identificacdo de
racas patogénicas, identificacdo de marcadores ligados a genes de interesse e estudos
de genética de populacdes e epidemiologia.

No entanto, esse método apresenta problemas quando aplicado aos estudos
dos FMAs e da micorrizacdo. Os “primers” utilizados ndo sdo especificos e o DNA
presente em qualquer organismo contaminante pode levar a amplificacdo de um
fragmento de DNA e resultar em padréo de banda néo especifico. Isso é de particular
preocupacdo para pesquisa com os FMAs. Como o fungo ndo pode ser produzido
assepticamente, a contaminagdo por bactérias é dificil de ser evitada.

Além disso, esse método ndo pode ser usado diretamente para identificar o
fungo dentro das rafzes devido a interferéncia do DNA da planta. No entanto, resultados
recentes t&m mostrado que esse método é mais sensivel que o uso de isoenzimas
(Wang et al., 1993) e pode levar ao isolamento de fragmentos especificos de DNA
para os quais podem ser gerados “primers” correspondentes. Esses “primers” poderdo
ser usados combinados com andlise de variabilidade do PCR-RFLP ou, se espécie-
especifico, para detectar um determinado fungo.
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PCR-RFLP (polimorfismo de tamanho nos fragmentos de restrigéo)

A técnica do RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) tem a
propriedade de produzir polimorfismo resultante de diferencas especificas na seqiéncia
de DNA, tais como a substituicdo, adicéo ou delecdo de um Unico par de base, ou
ainda grandes alteracdes cromossdmicas, como inversdo, translocacéo, delecéo ou
transposicdo. Essas diferencas alteram os tamanhos dos fragmentos obtidos pela
digestdo do DNA com endonucleases do tipo Il, que posteriormente sdo separadas
em gel de agarose por eletroforese. A andlise por RFLP detecta variagdes nas regides
homdlogas a uma sonda (fragmento de DNA marcado radioativamente) e préximas
a ela. Por atuar de maneira codominante, marcadores RFLP distinguem gendtipo
homozigoto de heterozigoto, fornecendo o mdaximo de informagéo sobre ligagdo
génica a partir dos dados de segregacdo.

Entre as aplicacdes do RFLP, Michelmore & Hulbert (1985) citam: obtencéo de
mapas genéticos saturados, permitindo enumeracdo e distribuicdo dos genes
determinantes de caracteres quantitativos (QTL), estudo da organizacéo e evolucdo
do genoma fungico, identificacdo de genes especificos, estudos de genética de
populacéo, epidemiologia, taxonomia e relacdo filogenética.

O RFLP permite caracterizar genétipos e espécies de maneira precisa e refinada
e tem contribuido substancialmente para a genética e para a sistemdtica de plantas,
animais e microrganismos, especialmente quando combinado com informagdes obtidas
por estudos cldssicos. Apesar de sua eficiéncia, a andlise de RFLP apresenta alguns
problemas para aplicacdo rotineira. Ela requer grandes quantidades de DNA de alta
qualidade e necessita de vérias manipulacdes experimentais de alto custo.

A andlise de RFLP inicia-se com a producéo de fragmentos de restricdo isolados
de DNA por digestdo do dacido nucléico com endonucleases de restricdo que
reconhecem seqiéncias especificas, normalmente palindrémicas (usualmente 4 a 6
bases consecutivas) em dupla fita de DNA (dsDNA). Fragmentos resultantes variam de
uns poucos pares de nucleotideos a mais de 25 kilobases (kb). A alta variabilidade
em numero e tamanho do fragmento de restricdo visivel em uma sonda de RFLPs
impede a interpretacéo sem o uso de uma sonda (fragmento de DNA selecionado).
Os fragmentos de RFLP s@o usualmente hibridizados com sondas ldbeis, para reduzir
o nUmero de fragmentos usados na andlise e simplificar o procedimento de
identificacdo. S@o analisados apds separacéo em seu RFLP caracteristico por
eletroforese em gel. Dependendo do uso do RFLP, pode ser analisado com digestao
simples com uma endonuclease, digestao simples com mais de uma enzima ou colecdo
de RFLPs individuais produzidos pela digestdo simples com diferentes enzimas.

DGGE (gradiente de desnaturagdo em gel de eletroforese)

Atécnica de DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) foi originalmente
desenvolvida e aplicada em pesquisas médicas para deteccdo de mutacédo de ponto
(Myers et al., 1987), sendo recentemente introduzida em estudos de ecologia
microbiana (Muyzer et al., 1993). Na eletroforese em gel de poliacrilamida sujeito a
gradientes quimicos (DGGE), fragmentos de DNA de mesmo tamanho e seqiéncias
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nucleotidicas diferentes (regides hipervaridveis do rDNA 16S, por exemplo) podem ser
separados por eletroforese, de acordo com suas propriedades de desnaturacéo. Essa
separacdo se baseia no principio fisico de que a mobilidade eletroforética do DNA
em um gel de poliacrilamida é sensivel & estrutura secunddria da molécula, com
respeito a sua conformacdo que pode ser helicoidal, parcialmente desnaturada ou
em fita simples. As moléculas parcialmente desnaturadas, compostas por partes em
dupla hélice e partes em fitas simples, ao acaso, movimentam-se mais lentamente no
gel do que as moléculas em fita dupla ou simples. Quando o DNA é submetido &
eletroforese em condicées crescentes de desnaturacdo, os fragmentos permanecem
em dupla fita até que atinjom as condicées necessdrias para a desnaturagéo dos
dominios da molécula, chamados “melting domains”. Esses dominios sé@o caracterizados
por possuirem temperaturas de desnaturacéo idénticas, o que faz com que, a
determinada temperatura, ocorra a desnaturagéo completa desses dominios, situados
ao longo da molécula. Quando um dominio se desnatura, processa-se uma transicéo
na conformacdo da molécula que passa de helicoidal para parcialmente desnaturada
e, nessa condicdo, a migracdo da molécula no gel praticamente cessa. Variagdes nas
seqiéncias nucleotidicas dos dominios levam a diferenca nas temperaturas
desnaturantes, fazendo com que as moléculas com diferentes seqiéncias parem de
migrar em diferentes posicdes no gel. Pela andlise da migracdo do DNA no gel é
possivel estabelecer relacées entre os organismos.

Essa técnica tem sido aplicada com sucesso no estudo de comunidades
microbianas complexas (Muyzer et al., 1993), de grupos microbianos especificos tais
como cianobactérias (Nibel et al., 1997), no monitoramento de mudancas ocorridas
em comunidades devido variacdes ambientais (Colores et al., 2000) e varias outras
aplicacées relacionadas a presenca e atividade de microrganismos no solo.

Essa técnica foi aplicada ao estudo da micorrizagéo por Kowalchuk et al.
(2002), que usaram com sucesso esporos coletados na rizosfera de Ammophila
arenaria e raizes colonizadas, para estudar a dindmica populacional de fungos
micorrizicos na rizosfera. Baseado nos resultados obtidos, os autores indicam que
esta metodologia pode ser aplicada aos FMAs como uma ferramenta auxiliar no
estudo da micorrizacéo.

5. Contribuicdo da Biologia Molecular para a Taxonomia e Estudos
de Ecologia de FMAs

Atualmente, o estudo da ecologia de FMAs tem sido auxiliado pelo
desenvolvimento ou adaptacéo de técnicas utilizadas em estudos de biologia molecular.
Métodos baseados na tecnologia do DNA recombinante tém se mostrado como
ferramentas poderosas na distingéo entre isolados de FMAs, sendo capazes de detectar
essas diferencas tanto ao nivel de esporos coletados no solo quanto em micélio e
estruturas fingicas presentes em raizes colonizadas.

Uma vis@o geral das principais técnicas e/ou estratégias moleculares utilizadas
com esporos de FMAs séo apresentadas na Figura 1.

139



Milene Moreira da Silva e Arnaldo Colozzi Filho

l rupos de
LU
o S s i
Fe EXTRACAD Ay L
/x_ DE DNA J;\
| PCR-RAPD | imm | [MICRDSA.TELITES
iPm,mum-'lwur-; - (_ PCR-RFLP D,

SEQUENCIAMENTO

4

DESENHOY DE BAMNCO ANALISE
FRIMERS A COMPARATIVA

ESPECIFICOS
ARVORE

IDENTIFICACAD | | FILOGENETICA

Figura 1. Principais técnicas moleculares empregadas em estudos com esporos de fungos micorrizicos
arbusculares.

Simon et al. (1992, 1993 a,b) foram os primeiros a aplicar técnicas de PCR
para FMAs em um estudo de codificacdo genética de uma pequena subunidade do
rRNA. Da seqiiéncia completa do 18S de duas espécies de FMA (Glomus intraradices
e Gigaspora margarita) desenharam um “primer” (VANST1) que, quando usado em
combinac@o com “primers” universais, somente amplificam Glomales. Esse “primer”
simplificou os trabalhos subseqientes, pois, por ser especifico, eliminou o problema
de eventuais amplificacdes de DNA de organismos endospéricos ou associados aos
FMAs. Simon et al. (1993) desenvolveram novos “primers” potencialmente Gteis para
serem utilizados como sondas téxon especificas. Baseando-se na amplificacdo com o
“primer” VANS1, determinaram diferencas nas seqiéncias de DNA de trés familias e
uma espécie de FMA, o que possibilitou desenhar os “primers” VAGLO, VAACAU,
VAGIGA e VALETC, respectivamente para Glomus, Acaulospora, Gigaspora e G.
etunicatum. A especificidade desses quatro “primers”, quando utilizados em conjunto
com o “primer” VANST (especifico para Glomales) foi testada em amplificagées de
um grande ndmero de outros fungos endomicorrizicos. Posteriormente, outros primers
ou sondas de regides desse mesmo gene puderam ser desenhadas para discriminar
até doze diferentes FMAs (Simon et al., 1993a). A variabilidade ou similaridade nestas
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seqiéncias foram usadas para analisar relacées filogenéticas entre os fungos, com
base no fato de que a taxa de substituicdo de nucleotideos é correlacionada com a
divergéncia entre as espécies. A drvore filogenética resultante foi coincidente com a
classificacdo dos FMAs, estabelecida pela morfologia dos esporos.

Isto representa um avanco na pesquisa com os FMAs, uma vez que abre
possibilidades para, ajustados os problemas préprios da técnica, usé-la de maneira
rédpida e segura para a identificacdo de esporos coletados diretamente na rizosfera.

Entretanto, essa estratégia para a identificacdo de FMA na rizosfera é
dependente da disponibilidade de seqiéncias conhecidas de todas as espécies a
serem identificadas. Até o momento, as sequéncias 18S s@o disponiveis apenas
para 12 espécies de FMAs. Com o avanco das pesquisas, laboratérios mais
equipados e maior freinamento de técnicos serd possivel que, no futuro, isso néo
seja uma limitacdo. Entretanto, métodos ou estratégias que possam ser utilizadas
para caracterizar FMA sem o conhecimento prévio de suas seqiéncias de DNA
serdo certamente mais aplicdveis.

Marcadores moleculares que objetivam genes ribossomais tém fornecido novas
informacgées para a identificacdo de esporos individuais, um importante passo na
pesquisa sobre diversidade de espécies de FMAs na rizosfera de comunidades naturais
(Clapp et al., 1995; Sanders et al., 1995, 1996; Dood et al., 1996). Sanders et al.
(1995) desenvolveram um protocolo para amplificagdo por PCR com os primers
universais ITS 1 e ITS4, seguido por RFLP para caracterizar a regido de ITS do DNA
extraido de um Unico esporo de FMA. A regido ITS, que tem aproximadamente
600bp de tamanho, mostrou claras diferencas entre espécies, mas somente apds
RFLP. O padréo de restricéo foi reprodutivel para esporos individuais de uma Unica
espécie. Entretanto, quando a técnica foi aplicada em esporos origindrios de outro
local, os resultados foram muito mais complexos: dez esporos individuais pertencentes
ao mesmo grupo morfolégico de Glomus produziram dez padrées de bandas de
ITS diferentes, sugerindo uma alta diversidade genética entre os esporos individuais

(Sanders et al., 1995).

Resultados semelhantes foram observados por Colozzi-Filho & Cardoso (Dados
ndo publicados). Estes autores, trabalhando com esporos de Entrophopora infrequens
observaram duas regides de ITS em um grupo de 14 esporos de mesma morfologia
e procedéncia, quando o DNA foi amplificado por PCR com primers ITS 4 e 5
combinados.

Uma terceira variante de ITS foi encontrada por Franken & Gianinazzi-Pearson
(1996), pelo seqienciamento de um clone ribossomal de uma biblioteca de fagos de
G. mosseae. Lloyd-MacGilp at el. (1996) citam que a heterogeneidade de ITS é
normal dentro de esporos de Glomus. Eles obtiveram duas seqiéncias em DNA
proveniente de esporo Unico de trés isolados de G. mosseae e um isolado de G.
dimorphicum e trés seqiiéncias de esporo Unico de G .coronatum. Os autores observam
que a variagdo entre seqiéncias de isolados de continentes distantes foi menor que a
variacdo observada entre regides geogrdaficas menores. Ainda concluiram que as
seqiéncias variantes t&m evoluido, em uma escala longa de tempo, em relacéo &
taxa com que esses fungos se espalharam pelo mundo.
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Alguns dados recentes obtidos para Gigasporaceae tém mostrado uma situagéo
similar para essa familia. Trés seqiéncias de ITS foram identificadas, pela clonagem
dos fragmentos de ITS amplificados de Gigaspora margarita e Gigaspora rosea
(Lanfranco et al., 1999; Lanfranco et al., 2001).

Ovutra ferramenta molecular utilizada para identificar FMAs durante a fase de
esporos e a fase simbidtica é o RAPD. Nessa técnica, oligonucleotideos pequenos e
arbitrérios sdo usados como “primers” para a amplificacdo de DNA extraido de
esporos ou raizes colonizadas. A andlise de RAPD é uma ferramenta bastante sensivel
para a deteccdo de diferencas genéticas entre individuos. Wyss & Bonfante (1993)
aplicaram pela primeira vez essa estratégia em esporos de FMAs e observaram que a
similaridade nos perfis da banda obtida depois da amplificacéo pelo RAPD foi maior
nos esporos do mesmo isolado e menor entre espécies diferentes. A vantagem desse
método é que ele ndo requer o conhecimento prévio da seqiéncia do DNA, porque
os fragmentos de DNA sao amplificados aleatoriamente. No entanto, esse método
apresenta alguns problemas. Os “primers” utilizados néo séo especificos e o DNA
presente em qualquer organismo contaminante pode levar & amplificacdo de um
fragmento de DNA e resultar em padrédo de banda ndo especifico. Isso é
particularmente preocupante para pesquisas com FMAs. Como o fungo ndo pode
geralmente ser produzido assepticamente, a contaminacéo por bactérias é dificil de
ser evitada. Além disso, esse método ndo pode ser usado diretamente para identificar
o fungo dentro das rafzes, devido & interferéncia do DNA da planta. Contudo, resultados
tém mostrado que esse método é mais sensivel que o uso de isoenzimas (Wang et al.,
1993) e pode levar ao isolamento de fragmentos especificos de DNA, para os quais
“primers” correspondentes podem ser gerados. Lanfranco et al. (1995) identificaram
uma banda néo polimérfica como um marcador para 8 isolados de Glomus mosseae.
O fragmento, com aproximadamente 650 bp de comprimento, foi clonado e
seqienciado, e um par de “primers” especificos desenhado (Lanfranco et al., 1997).
Esses “primers” especificamente amplificaram néo somente DNA de esporos de Glomus
mosseae, mas também de raizes de maca, trevo, alho e cebola colonizadas com
isolados de G. mosseae. Além disso, eles distinguiram G. mosseae de Glomus
coronatum, espécies estreitamente relacionadas, o que mostra as possibilidades dessa
estratégia para a deteccéo e identificacdo de FMAs.

Outra possibilidade de estudar a variabilidade genética de FMAs ¢ o estudo
de seqiiéncias altamente repetidas que ocorrem no genoma do fungo. Essa ocorréncia
foi estudada por Longato & Bonfante (1997), usando primers desenhados em
seqiéncias de microsatélites, como (CT) , (GACA) , (TGTC) , para obter perfis de
amplificacdo espécie-especifica. Zezé et af (1996) isblaram uma seqiéncia altamente
repetitiva de uma biblioteca gendmica parcial de Scutellospora castanea. Esse fragmento
de DNA mostrou ser especifico para essa espécie pela hibridizacdo em Southern blot
e por PCR com oligonucleotideos derivados da seqiiéncia.

A identificacdo dos FMAs dentro do tecido do hospedeiro é importante para
estudos ecolégicos e de determinacéo de eficiéncia simbiética de FMAs. Entretanto,
esses estudos s@o de dificil realizagdo e nenhum método de identificacdo morfolégica
foi satisfatoriamente aplicado (Abbott & Gazey, 1994). A discriminacéo morfolégica
entre os isolados pode ser possivel no nivel de género, quando a morfologia das hifas
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e das estruturas fingicas produzidas internamente ds raizes sdo diferentes entre os
fungos. Estudos sobre interacdes competitivas entre fungos coexistentes em raizes
requerem o uso de métodos mais sensiveis, tais como os que envolvem Biologia
Molecular. Na figura 2 sdo apresentadas as principais técnicas e estratégias para o
estudo da colonizacdo radicular baseado em Biologia Molecular.

EXTRACAO de
DNA
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v

/,
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/

Figura 2. Principais técnicas moleculares empregadas em estudos com raizes colonizadas por FMAs.

Os primeiros relatos sobre a possibilidade de identificacdo de FMAs
internamente as raizes foram feitos por Simon et al. (1993b), que desenharam “primers”
especificos para Glomus vesiculiferum e conseguiram amplifica-lo com sucesso em
raizes colonizadas. Entretanto, essa estratégia para a identificacdo de FMAs nas raizes
depende da disponibilidade de seqiéncias conhecidas de todas as espécies a serem
identificadas. Todavia, as seqiéncias 18S disponiveis ainda séo poucas. Bonito et al.,
(1995) mostraram que a utilizacdo dos “primers” VANST e NS21 para a amplificacéo
de Glomus intraradices em raizes colonizadas pode ser eficiente para vdrias espécies
de plantas hospedeiras. Né@o entanto, outros estudos verificaram que os sitios dos
“primers” VANS1 podem né&o ser bem conservados para todos os grupos de FMAs
(Clapp et al., 1999; Redecker et al., 2000; SchiBler et al., 2001).
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Clapp et al. (1995) usaram PCR e “primers” género-especificos desenhados
do 18S rDNA para investigar a composicdo fungica de raizes micorrizadas coletadas
do campo. Eles introduziram a técnica do enriquecimento seletivo de DNA amplificado
(SEAD), baseada no principio da hibridizacdo subtrativa, para remover as interferéncias
do DNA derivado das plantas. Trés géneros de FMAs, Acaulospora, Scutellospora e
Glomus foram detectados em raizes de gramineas. Embora a presenca dos dois
primeiros géneros fosse esperada, baseando-se no fato de que esporos foram
encontrados no solo ao redor das raizes, esporos de Glomus foram raros na rizosfera,
sugerindo que a presenca endofitica de FMAs pode néo ser correlacionada com sua
presenca no solo. A limitagéo dessa técnica é que somente sdo discriminados os fungos
ao nivel de género. Lanfranco et al. (1995), a partir de PCR-RAPD, identificaram uma
banda néo polimérfica como um marcador para Glomus mosseae e seqienciaram
um par de “primers” especificos que amplificaram DNA de G. mosseae em raizes de
macd, trevo, alho e cebola, colonizadas com isolados de G. mosseae. A limitagéo
prética desse método ¢ a utilizacdo de “primers” especificos, que limitam os estudos &
disponibilidade de “primers” previamente desenhados.

No Brasil, Colozzi Filho & Cardoso (2000) utilizaram “primers” de ITS 4 e 5
combinados, para amplificar raizes de cafeeiro colonizadas e estudar a dindmica
populacional dos FMAs nativos (Figura 3).

1 23 4 5 6 7 8 9 10

Figura 3. Produto de amplificacdo de PCRs obtidos de extrato cru de esporo Gnico de fungos micorrizicos
arbusculares e de raizes de cafeeiro colonizadas ou néo, usando os primers ITS 4 e 5 combinados. Linha 1,
marcador molecular | digerido com Hindlll; Linhas 2 e 3, Acaulospora longula; Linhas 4 e 5, Scutellospora
gilmorei; Linhas 6 e 7, exirato de rafzes colonizadas (dil. 1:100); Linhas 8 e 9, extrato de rafzes néo colonizadas
(dil. 1:100); Linha 10, Controle (sem DNA e sem diluicdo). Fonte: Colozzi Filho & Cardoso (2000).
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Segundo os autores, a comparacdo entre as bandas de ITS obtidas da raiz
colonizada com as bandas obtidas de esporos coletados na rizosfera permitiu
concluir que a presenca do esporo na rizosfera ndo é um indicativo seguro de sua
presenca colonizando a raiz. Nesse caso foi possivel detectar no nivel molecular
que Scutellospora gilmorei, isolado na rizosfera do cafeeiro, ndo estava efetivamente
colonizando suas raizes.

Lanfranco et al. (1999) testaram nove isolados de diferentes espécies de
Gigaspora; desenharam os “primers” especificos GilTS1 e GilTS2 para a espécie G.
margarita e confirmaram sua especificidade testando-os com todos os isolados e
obtendo sucesso na amplificagéo somente do DNA de G. margarita. Novamente
Lanfranco et al. (2001) estudaram outros isolados de Gigaspora, inclusive um isolado
do Brasil, e desenharam mais dois novos “primers”, com base nos alinhamentos das
sequéncias. Quando se utilizou conjuntamente os “primers” GilTS1/GiR2, observou-se
amplificacdo de G. gigantea e G. rosea, em contraste com os primers GilTS1/GiR3,
gue somente amplificaram produtos de esporos de G. rosea. Esses “primers” especificos
foram testados em raizes de Araucaria angustifolia e trifélio colonizadas por G. margarita
e G. rosea e sua especificidade foi confirmada.

Kowalchuk et al. (2002) utilizaram a técnica do PCR-DGGE para o estudo
de comunidades de FMAs associadas a gramineas crescendo em dunas de areia na
Holanda. Os autores citam que essa estratégia conseguiu detectar e identificar espécies
de FMAs no solo e nas raizes colonizadas, sem o uso de culturas- armadilha. Foram
detectadas seqiiéncias de Glomus e Scutellospora, incluindo uma nova espécie de
Glomus. Foram observadas diferencas entre a comunidade de fungos dominantes,
detectada em dreas contendo plantas sauddveis e plantas degeneradas. Os autores
observaram também diferencas entre a comunidade de fungos no solo e a
comunidade de fungos colonizando as raizes, avaliada pela andlise do 18S rDNA
dos esporos e das raizes colonizadas. Esses resultados reforcam que a diversidade
de esporos na rizosfera pode néo representar a estrutura da comunidade que esté
colonizando as raizes.

A partir de DNA de raizes de Araucaria angustifolia colonizadas por FMAs e
amplificado com os “primers” AM1/NS31, foi possivel verificar a presenca de espécies
como Acaulospora sp, Glomus fasciculatum, Glomus sp. colonizando um mesmo
segmento de raiz, além de outros fungos ndo micorrizicos (Moreira et al., 2005)

Portanto, PCR baseado em marcadores moleculares para a identificacéo de
FMAs permite a investigacdo de sua diversidade na rizosfera e dentro das raizes e a
elaboracéo de uma arvore filogenética. Esses métodos também tém aberto caminhos
para o enfendimento da genética dos FMAs.

6. Necessidade de Pesquisas Futuras
Apesar do grande avanco na utilizacdo das técnicas de Biologia Molecular

para a taxonomia e os estudos de ecologia dos FMAs, obtidos nos Gltimos anos,
alguns problemas bdsicos da técnica precisam ainda ser resolvidos.

145



Milene Moreira da Silva e Arnaldo Colozzi Filho

Por exemplo, é preciso aperfeicoar protocolos de extracéo de DNA de esporos
e raizes, que possibilitem aumentos na freqiéncia de amplificacées de material (esporos
e raizes colonizadas) coletado no campo. Até hoje a freqiiéncia de amplificacoes
obtidas a partir de DNA coletado desses materiais é baixa (Harris, 1996), problema
possivelmente ocasionado pela presenca de substncias inibitérias de natureza
desconhecida, que permanecem na solucdo apds a extracdo do DNA e ndo sdo
facilmente removidas, mesmo com o uso de muitas lavagens em dgua e aplicacdo de
resinas idnicas.

A quantificacdo do DNA fingico em amostras de raizes pode ser uma
ferramenta auxiliar na interpretacéo da eficiéncia simbiética, quando vdrias espécies
colonizam raizes simultaneamente. As relacdes competitivas entre os FMAs poderao
ser investigadas quando for possivel quantificar, nas raizes, a presenca de um genoma
de fungo em relagéo a outro.

7. Consideracdes Finais

O desenvolvimento de técnicas baseadas na PCR tem permitido conhecer melhor
a genética dos FMAs e elaborar uma drvore filogenética que mostra, cada vez mais,
inesperada variabilidade. Pela identificacdo de polimorfismos, informacées sobre
diversidade de FMAs na rizosfera e internamente as raizes tm mostrado que ela é
maior do que se conhecia. Além de possibilitar um estudo mais detalhado da
diversidade, as técnicas de Biologia Molecular abrem possibilidades de investigacao
da diversidade de FMAs nas raizes, o que até entdo ndo era possivel com os métodos
tradicionais disponiveis. Também, pelas estratégias moleculares que utilizam métodos
combinados, as interacées dos FMAs com outros organismos da rizosfera poderao ser
estudadas, revelando um futuro promissor para o entendimento das relagées
microbianas na rizosfera.

Detalhes técnicos de métodos que estdo sendo usados precisam ainda ser
discutidos e melhorados para resolver problemas especificos da pesquisa sobre
micorrizas. Também & preciso investir em equipamentos e treinamento, o que possibilitard,
num futuro préximo, a integracdo de diferentes conhecimentos sob a ética da Biologia
Molecular. Apesar das limitacées, a aplicacéo das técnicas baseadas na PCR tem
fornecido uma contribuicéo valorosa para o estudo dos FMAs e o entendimento da
micorrizacdo.
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Capitulo 9

Biologia Molecular da Fixagdo
Biolégica do Nitrogénio

Lucia Vieira HOFFMANN (')

1. Introdugéo

A Fixacdo Biolégica do Nitrogénio (FBN) é a conversdo de nitrogénio
atmosférico (N2) em aménia (NH3), catalisada por organismos vivos. Todos os
organismos fixadores de nitrogénio, chamados de organismos diazotréficos, sdo
procariotos e utilizam para a fixacdo a enzima conhecida como nitrogenase. Essa
enzima é sensivel ao oxigénio, que pode destrui-la irreversivelmente. Essa reacdo é
endergbnica, isto €, a aménia é mais rica em energia que o nitrogénio atmosférico, e
para que a reagdo ocorra é necessdrio fornecimento de energia, armazenada na

forma de ATP

A FBN néo é um processo realizado constantemente pelos organismos fixadores,
mas ocorre apenas quando for insuficiente a concentracdo de nitrogénio fixado, pois
o gasto de energia para FBN é alto, e quando a concentracdo de O for baixa, pois
este pode inativar a nitrogenase. ’

A biologia molecular da FBN é um assunto complexo, pois envolve vdrios
processos bioquimicos ou de regulacéo génica, além de haver diferencas importantes
entre os vdrios organismos até hoje estudados. O objetivo desse capitulo é oferecer
ao leitor um esboco geral dos fatores essenciais para a fixagéo, destacando alguns
dos mecanismos responsdveis pela regulacdo da FBN, dando especial enfoque &
pesquisa realizada no Brasil.

2. Diversidade dos Microrganismos Diazotréficos
As bactérias diazotréficas podem ser simbiontes mutualisticos, como rizébios,

Frankia, liquens e Anabaena, ou de vida livre, como cianobactérias, Beijerinkia e
Clostridium.

(1) Pesquisadora, EMBRAPA — Centro Nacional de Pesquisa em Algod@o, R. Oswaldo Cruz, 1143, CEP- 58107-
720, Campina Grande, PB. E-mail: hoff@cnpa. embrapa. br
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Algumas espécies de vida livre sdo freqientemente encontradas em associacdo
com raizes de plantas e, devido & sua habilidade de interferir na morfologia das
raizes e crescimento das plantas, podem ser consideradas rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas (RPCPs). Algumas sobrevivem bem tanto na superficie e
interior das raizes como no solo e podem ser chamadas de endofiticas facultativas. O
principal exemplo sdo as bactérias do género Azospirillum. Outras nGo sobrevivem
bem no solo, mas sim no interior de raizes e parte aérea das plantas, sendo entdo
chamadas de endofiticas obrigatérias, como Herbaspirillum seropedicae e
Gluconacetobacter diazotrophicus (Baldani et al., 1997; Baldani & Baldani, 2005).

As bactérias fixadoras de nitrogénio ndo pertencem a um Unico grupo
filogenético. Segundo classificag@o a partir do seqienciamento de RNA ribossémico
(Woese, 1987), existem bactérias fixadoras de nitrogénio em proteobactérias,
cianobactérias, Campylobacter, bactérias Gram positivas e bactérias verdes do enxofre,
além de vérios grupos dentro de arquibactérias (Figura 1). E dentro dos subgrupos de
proteobactérias, estdo as mais estudadas: no subgrupo alfa estdo Rhizobium e
Azospirillum, no subgrupo beta estd Herbaspirillum e no subgrupo gama, Klebsiella e

Azotobacter (Rudnick et al., 1997).

Diante da diversidade de grupos de procariotos que desenvolveram a
capacidade de fixar nitrogénio, pode-se questionar se teriam evoluido a partir de
um ancestral comum, anterior & diversificacdo desses grupos. Parece ser esse o caso,
pois a filogenia feita a partir do seqiienciamento de nifH, que codifica uma das
subunidades da nitrogenase, segue aquela dada pelo seqienciamento de RNA
ribossémico, indicando a possivel heranca a partir de um ancestral comum e heranca
dos genes que conferem habilidade de fixar nitrogénio pelo processo de reproducéo.
A aquisicdo dos genes responsdveis pela fixacdo pela transferéncia de material
genético entre espécies ndo relacionadas (transferéncia horizontal), se existir, é rara

(Giller & Wilson, 1993).

3. A FBN é um Processo Regulado

Os organismos fixadores de nitrogénio regulam a intensidade com que a
fixacéo ocorre, pois, em primeiro lugar, como h& um grande dispéndio de energia,
ndo deve haver fixacdo se j& existe nitrogénio combinado suficiente. Aménio é o
composto nitrogenado mais estudado quanto & capacidade de inibir a FBN, mas
também pode ser inibida por dcidos aminados e nitrato (Rudnick et al., 1997). Em
segundo lugar, a nitrogenase é extremamente sensivel a presenca de O . Esses dois
fatos levaram os organismos aerdbios fixadores de nitrogénio a desenvolVerem vérias
estratégias de protecdo da enzima ao oxigénio.

Assim, a transcricdo (sintese de RNA mensageiro) dos genes relacionados
a FBN, chamados genes nifw, sé ocorre em condicées de baixos O e nitrogénio
fixado, o que se chama regulacdo génica ao nivel de transcricdo.’Pode ocorrer
também regulacdo génica pds- traducional (enzimas |& codificadas podem ser
ativadas e inativadas).
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Fator ¢ (l&-se sigma) é a subunidade da RNA polimerase responsdvel
pelo reconhecimento do promotor. Em procariotos, embora a RNA polimerase
seja de um Unico tipo, sdo diversos os fatores sigma, cada um expresso em uma
condicdo ambiental e cada qual reconhecendo seqiiéncias promotoras especificas.
Esses diferentes fatores sigma consistem em uma estratégia para regulacéo de
grupos de operons em situacdes ambientais distintas. O fator o™ também
chamado de fator 6°*, como referéncia a seu peso molecular, é ativado quando
a concentracdo de amdnia no meio é baixa e sGo necessdrias fontes alternativas
de nitrogénio (Lewin, 1997).

NifA ¢ um ativador de transcricéo que liga-se a seqiiéncias promotoras de
operons nif e interage com a RNA polimerase, iniciando a transcricdo. Junto com o",
permite que a transcricdo ocorra. O dominio C-terminal de NifA é responsavel pela
interacdo com 6™ e com a RNA polimerase. A seqiéncia de aminodcidos dessa parte
da proteina é bastante semelhante entre as ja seqienciadas em diferentes organismos
(seqiéncia de aminodcidos conservada). O dominio central, também conservado, é
responsavel pela interacdo com o DNA (Monteiro et al., 1999). O ativador de
transcricdo NifA mostrou-se necessdrio para a expressdo dos genes nif em todas as
proteobactérias até hoje estudadas (Steenhoudt e Vanderleyden, 2000). Entretanto, a
regido regulatéria de NifA e, conseqiientemente, a maneira como é regulada, varia
nos diferentes organismos.

A nitrogenase mais estudada é composta por duas metaloproteinas. A
responsavel pela reducdo do substrato, nitrogenase redutase, codificada pelos genes
nifDK, contém ferro e molibdénio. A responsdvel pela ligacéo ao ATP e doadora de
elétrons, codificada pelo gene nifH, contém ferro. Outros sistemas de enzimas podem
existir, nos quais, aparentemente, o molibdénio é substituido por vandadio ou ferro

(Rees & Howard, 2000).

Outros genes nif foram estudados e o fixador de vida livre onde séo
mais conhecidos é Klebsiella pneumoniae, uma bactéria também presente na
flora normal em seres humanos, que pode eventualmente causar pneumonia
ou infeccdes hospitalares (Trabulsi et al., 1999). Pelo seqiienciamento de RNA
ribossébmico, essa bactéria foi classificada dentro do subgrupo @ (gama) de
proteobactérias. Nela sdo conhecidos genes nif que codificam enzimas
responsd@veis pela transferéncia de elétrons & nitrogenase (niff, nifJ), biossintese
dos cofatores contendo FeMo (nifQB, nifEN, nifV), insercdo de agrupamentos
de Fe-S na nitrogenase (nifSU) e processos ndo bem definidos de conversdo
da nitrogenase inativa a ativa (nifM, nifW) (Rudnick et al., 1997). Homélogos
desses genes sdo encontrados em outras espécies fixadoras. Genes diretamente
envolvidos na FBN s&o bastante conservados.

A regulacdo da FBN depende também dos genes do sistema global de
regulacdo de nitrogénio (genes nfr) e de genes relacionados & assimilag@o do nitrogénio
fixado. Um gene bastante estudado é glnA, que codifica a sintetase de glutamina
(GS). Essa enzima é a responsavel pelo primeiro passo para a assimilacdo do nitrogénio
fixado, pois adiciona aménio a glutamato, que possui um dtomo de nitrogénio,
transformando-o em glutamina, que possui dois dtomos de nitrogénio.
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GInD é a primeira sensora de N na célula. Ela adiciona, quando hd alta
concentracdo de N, ou retira, quando hd pouco N, uridil monofosfato de GInB (uma
proteina da familia Py, que participa de transducdo de sinais) (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000). Quando uridilada, GInB estimula a atividade quinase de NirB,
que entdo fosforila NirC. NtrC-PO,, em K. pneumoniae, é ativador transcricional de
NifA, bem como de genes relacionados a assimilacéo de N, inclusive de glnA, que
codifica a sintetase de glutamina (Figura 2).

GInD E Baixo N E
NtrB NtC
inativa
i Alto + 1 GInB GlnB
L N [ouPH uridilada
NtI'C-PO4
NtrB Ativador
GInD ativa trgnscricional de
NifA e de genes
da assimilagao de
nitrogénio

Figura 2. Esquema sensor da quantidade de nitrogénio combinado existente na célula, em Klebsiella
pneumoniae. (Baseado em Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

Existem dois tipos de mutantes de K. pneumoniae para P . Num primeiro tipo,
onde um Unico aminodcido foi alterado de forma que a préteina ndo pode ser
uridilada, os genes nif ndo sé@o codificados. Em mutantes onde a proteina foi totalmente
alterada pela insercdo de um transposon, a expressdo dos genes nif é constitutiva,
mesmo em altas concentracdes de aménio (Rudnik et al., 1997).

Como outros organismos diazotréficos regulam a FBN conforme a
disponibilidade de N fixado e concentracdo de O, no meio? Serd que as mesmas
proteinas controlam também a expressdo de nifA nesses organismos?¢ Diversos
organismos respondem diferentemente a essas perguntas. Organismos para os quais
a pesquisa brasileira contribuiu significativamente para o entendimento da regulacdo
da FBN séo Herbaspirillum seropedicae; Azospirillum brasiliense e Gluconacetobacter
diazotrophicus.

(') Note que o nome de genes se escreve em itdlico e em minUscula, enquanto que as protefnas codificadas por
eles, com a primeira letra maitscula. Por exemplo, NifA é produto do gene nifA.
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Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae néo sobrevive bem em solo, principalmente quando
presentes outros microrganismos, mas é encontrado em raizes, caules e folhas de
gramineas, sendo entdo considerado endofitico obrigatério (Baldani et al., 1997). E
classificado como bactéria da subclasse B das proteobactérias.

Como em outras bactérias diazotrédficas, H. seropedicae possui um gene nifA,
cuja expressdo é ativada pelo fator 6", que atua como ativador transcricional de
outros genes nif (Souza et al., 1991 a,b).

Tanto ambnio como oxigénio regulom a expressdo de NifA em H. seropedicae
(Souza et al., 1999). O promotor funcional de nifA é ativado por N#rC (Souza et al.,
2000). Na regi@o promotora existe também sitio de ligacdo para NifA, que, portanto,
é auto-regulada (Monteiro et al., 2003a), e é a regulacdo conjunta por N#rC, NifA e

fator IHF (infegration host factor) que promove o ajuste fino da expressdo de nifA
(Wassem et al., 2002).

O dominio N terminal de NifA é responsdvel pela repressdo da FBN em
situacdes em que a concentracdo de nitrogénio fixado, na forma de aménio, é elevada
(Monteiro et al., 1999a,b; Souza et al., 1999), o que aparentemente é mediado pela
proteina Fnr (Monteiro et al., 2003b).

Dois genes homélogos a glnB, que codifica Py, foram isolados. A seqiiéncia
de aminodcidos codificada de um deles tinha 73% de homologia com a proteina de
K. pneumoniae. Mutantes desse gene foram incapazes de fixar nitrogénio, mostrando
que tfambém em H. seropedicae a regulacéo de nifA depende de P, (Benelli et al.,
1997, 2001). A estrutura cristalogrdfica de Py foi estudada por difracdo de raios X
(Benelli et al., 2002) e constatou-se que a regido C terminal e alca T afetam a expressédo

de NifA (Bonatto et al., 2005).

A atividade da sintetase de glutamina (enzima responsdvel pelo primeiro passo
para a assimilagdo do nitrogénio fixado), codificada por glnA, foi igual em mutantes
para ginB e na da cepa selvagem (Benelli et al., 1997). Existe controle ao nivel de
transcricdo e pés-traducional da sintetase de glutamina em H. seropedicae, dependente
das proteinas NtrC e N#rB (Persuhn et al., 2000). Pela purificacéo de NtrC, foi possivel
comprovar que essa proteina liga-se & regido promotora de glnA, participando,
portanto, de sua regulacdo (Twerdochlib et al., 2003).

O seqienciamento completo de H. seropedica estd sendo finalizado pelo
Genopar (http://www.genopar.org ).

Azospirillum

As cinco espécies de Azospirillum descritas até hoje sdo fixadoras de nitrogénio:
A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferens e A. irakense. SGdo RPCPs
e pertencem ao subgrupo o (alfa) de proteobactérias, o mesmo que rizébios. A quantidade
de nitrogénio fixado por essas bactérias é relativamente pequena, portanto outros fatores
devem estar envolvidos na sua contribuicéo para o crescimento das plantas, entre eles a
sintese de horménios vegetais pela bactéria (Rudnick et al., 1997). Sdo endofiticos
facultativos e s6 fixam nitrogénio em microaerobiose (Emelrich et al., 1997).
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O operon que codifica NtrB e NtrC foi identificado em A. brasilense. Mutantes
ntrB e ntrC tém atividade de nitrogenase, embora reduzida, sugerindo que ntrB e ntrC
ndo s@o essenciais para a sintese da enzima (Machado et al., 1995).

Como é regulada a expressdo de nifA em A. brasilense? O gene néo é
controlado pela prépria proteina NifA, nem por NrtC e nem por 6". Portanto, difere
de K. pneumoniae (Figura 1). Por meio de andlise de delecdo, identificou-se a regido
promotora de NifA, que responde negativamente tanto & presenca de aménio como
de oxigénio. A repressdo da expressdo de NifA envolveu efeito sinérgico entre as
concentracdes de oxigénio e amédnio (Fadel-Picheth et al., 1999).

Outros genes relacionados & regulag@o da FBN ainda devem ser encontrados.
Mutantes em uma seqiéncia de DNA identificada por Revers et al. (2000) tém quatro
vezes maior habilidade de fixar nitrogénio que a cepa selvagem. Ao mesmo tempo,
os mutantes ndo crescem bem na presenca de glutamato ou asparagina. Como a
FBN e a assimilacéo de nitrogénio tém mostrado mecanismos regulatérios comuns, o
efeito pleiotrépico torna o produto dessa seqiiéncia de DNA um candidato & proteina
regulatéria. Ainda, essa seqiéncia ndo tem homologia com outros genes de bactérias
diazotréficas, mas sua porcdo C-terminal tem homologia com proteinas regulatérias
ativas em situacoes de estresse.

Tanto em H. seropedicae como em A. brasiliense, existe, além de GInB,
uma outra proteina da familia Py, chamada GInZ que, embora com alta homologia
com GInB, tem funcées diferentes. Em A. brasiliense, GInZ é regulada por uridilacdo
e, como em K. pneumoniae (Figura 1), GInB é essencial para a transcricdo de NifA
(Aratjo et al., 2004), sendo reguladora primdria da concentracdo intracelular de
NirC-P. A proteina GInZ néo a substitui (Aradjo et al., 2004) , embora possa estimular
a fosforilacdo de NtrC em um mutante glnB (Inaba, 2005).

Em Azospirillum existe controle pés-traducional da nitrogenase: em condicoes
de alta concentracdo de nitrogénio combinado ou de oxigénio, as enzimas DraT e
DraG ligam ADP-ribose a nitrogenase, inativando-a. Esse processo é reversivel

(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).
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Figura 1. Bactérias fixadoras de nitrogénio estGo presentes nos grupos cujos nomes estdo em reténgulos. As
disténcias filogenéticas ndo correspondem em escala & figura. (Extraido de Giller & Wilson, 1993).
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Gluconacetobacter diazotrophicus

A bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus foi isolada de cana de agicar e
inicialmente denominada Acetobacter diazotrophicus. Seu genoma estd sendo
inteiramente seqienciado pelo projeto RIOGEN (http://www.riogene.Incc.br).

Uma abordagem que tem sido freqientemente usada pelos projetos que
envolvem genoma é o seqiienciamento de ESTs, do inglés, expressed sequence tags.
Nesses, ao invés do seqienciamento do DNA gendmico como um todo, apenas as
seqUéncias expressas sdo analisadas. Como grande parte dos genes é regulada,
resultando em expressdo em apenas determinados processos de desenvolvimento,
tecidos ou situacdes ambientais, podem-se comparar genes expressos em diferentes
situagdes. Compararam-se, assim, genes expressos por plantas de cana de agtcar
colonizadas ou ndo por G. diazotrophicus e Herbaspirillum rubrisubalbicans. Os genes
expressos exclusivamente nas plantas colonizadas séo possivelmente genes envolvidos
na sinalizacdo e interacdo entre a bactério e a cana de acgucar, possibilitando o
estabelecimento da relacéo endofitica (Vargas et al., 2003). Como é esperado que a
bactéria também tenha genes responsdveis pela interacdo com o hospedeiro e, com
o objetivo principal de identifica-los, estd sendo realizado o projeto “Andlise de
proteoma da bactéria diazotréfica Gluconacetobacter diazotrophicus e de sua interacéo
endofitica com plantas de cana-de-acicar (hibridos interespecificos de Saccharum)”,
como parte da Rede Protedmica do Rio de Janeiro (PROTEOMA-RIO, hitp://
www.bioinfo.ufrj.br/proteoma).

4. Moléculas-sinais Estabelecem Simbioses Mutualisticas

Espécies de bactérias diazotréficas podem associar-se a plantas superiores,
pteridéfitas ou fungos, desenvolvendo simbioses mutualisticas. Esses hospedeiros tém
maior facilidade de captacéo de energia, fornecendo-a ao microssimbionte, que em
troca lhes fornece nitrogénio fixado.

Nesses sistemas existem trocas de sinais que possibilitam reconhecimento entre
as espécies envolvidas, bem como expresséo de genes que se fazem necessarios para
as alteracdes fisioldgicas e morfoldgicas que possibilitam a simbiose.

A simbiose mais estudada e de maior relevancia para a agricultura é a que
ocorre entre rizébios e plantas da familia Fabaceae (leguminosas). O termo rizébio
agrupa bactérias dos géneros Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium e
Sinorhizobium. Na inferacéo entre rizébios e leguminosas formam-se estruturas
radiculares chamadas nédulos, onde ocorre a fixacdo de nitrogénio.

Serd que com técnicas de biotecnologia, como clonagem e transformacéo
genética de plantas, seria possivel estabelecer a associagdo com rizébios em outras
plantas, ndo leguminosas? A resposta a essa questdo envolve o entendimento de
como se dd o reconhecimento entre as espécies e o conhecimento dos genes de cada
espécie que possibilitam a inferacéo.
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Macro e microssimbiontes possuem genes relacionados a simbiose mutualistica.
Incluem os genes da planta, que podem ser de expressdo constitutiva, como da via
biossintética de sinais celulares e receptores, e também genes da planta induzidos
durante a interacéo, que codificam proteinas chamadas nodulinas. Uma proteina
com caracteristicas de fator de transcricéo, essencial para a formacédo do corddo de
infeccdo, foi identificada, sendo que sua expressao foi maior nas células primordiais
dos nédulos e em algumas células dos nédulos maduros (Schauser et al., 1999). Os
genes dos rizdbios incluem tanto aqueles também presentes em fixadores de vida
livre, como genes exclusivos dos rizébios, os genes nod.

Os sinais que mediam a interacdo de plantas com rizébios sGo conhecidos: a
planta exsuda flavonsides que, percebidos pelo rizébio, induzem-no a ativar os genes
nod, sendo que vdrios codificam enzimas responsdveis pela biossintese dos fatores
Nod, que sdo lipo-oligossacarideos. Estes lipo-oligossacarideos s@o sinais para as
plantas, que, na sua presenca, ativam genes que codificam proteinas responsdveis
pelo processo de nodulacdo (Long, 1996).

Existe especificidade entre hospedeiro e microssimbionte na interacdo entre rizébio
e leguminosa, que pode ser explicada por dois modelos. No primeiro, a especificidade
deve-se ao reconhecimento ou ndo dos exsudatos da planta pela bactéria, que induz
ou ndo os genes nod. Esse modelo foi verificado nas interacées entre Lotus e Rhizobium
loti e Phaseolus e R. etli. Lotus pode ser colonizado por R. lofi mas néo por R. etli mas,
uma vez induzida a express@o constitutiva de genes nod em R. etli, a colonizacéo ocorre.
No segundo modelo, a especificidade deve-se aos lipo-oligossacarideos. Por exemplo,
alfafa induz a expressé@o de genes nod tanto em R. meliloti como em R. leguminosarum
bv. viceae. Portanto, ambos sintetizam lipo-oligossacarideos. No entanto, os lipo-
oligossacarideos sintetizados por R. leguminosarum bv. viceae néo induzem nodulacéo,
mas apenas aqueles sintetizados por R. meliloti (Long, 1996).

Entretanto, em algumas interacdes a especificidade entre rizébio e hospedeiro
pode ser bem menor como, por exemplo, a cepa NGR234 de Rhizobium nodula 232
diferentes espécies de plantas leguminosas, além de uma espécie néo leguminosa
também hospedeira de rizébios, Parasponia andersonii (Pueppke & Broughton, 1999).

As respostas da planta aos fatores Nod incluem fluxo de fons através da
membrana plasmética e sua despolarizacéo e alteracdes na concentracdo intracelular
de cdlcio. Ocorre encurvamento do pélo radicular. A bactéria penetra através do
cordéo de infecc@o. Quando chega nas células hipodérmicas, ocorre divisdo acelerada
dessas células (hiperplasia) e também crescimento (hipertrofia). A bactéria diferencia-
se em bacterdide. Assim s@o formados os nédulos (Hirsch et al., 2001; Pawlowski &

Bisseling, 1996).

A protecéo contra o O, ocorre pela nodulina leg-hemoglobina, uma proteina
com alta afinidade pelo oxigénio, capaz de liberd-lo para o bacterdide em baixas
concentracdes, suficientes para a respiracéo mas nunca prejudiciais & nitrogenase .

Assim, a interacdo de rizébio e leguminosas envolve um conjunto grande de
genes e, visto pela perspectiva atual de transformacéo de plantas, pela qual usualmente
a caracterfstica transferida € monogénica, parece ser necessario caminhar mais, tanto
no conhecimento da inferagdo quanto na proposta da biotecnologia.
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No entanto, a maioria dos genes ativados deve estar presente também em
plantas ndo leguminosas. Curiosamente, alguns mutantes para ndo nodulagéo de
ervilha e alfafa sd@o resistentes também & colonizacdo por fungos micorrizicos
arbusculares, que tem um amplo espectro de hospedeiros (80% das espécies cultivadas),
mostrando que mecanismos genéticos comuns controlam passos nas duas diferentes
simbioses (Duc et al., 1989). Especula-se que a interacéo de rizébios com leguminosas
possa ter evoluido a partir das micorrizas arbusculares.

Frankia séo bactérias Gram-positivas, filamentosas, antes classificadas como
actinomicetos. Associam-se a plantas de oito diferentes familias de dicotiledéneas,
chamadas actinorrizicas, numa associacéo simbidtica, com formacdo de nédulos,
portanto aparentemente relacionada & associacdo entre rizébios e leguminosas.
Entretanto, ha diferencas grandes quanto & estrutura e ontogenia. Leguminosas e plantas
actinorrizicas parecem ter origem evolutiva comum, sugerindo que genes relacionados
as simbioses seriam preferencialmente encontrados nessas familias (Pawlowski &

Bisseling, 1996).

Mesmo tendo uma interacéo menos complexa que as simbidticas, as bactérias
diazotréficas que se associam a raizes ou partes superiores de plantas também devem
ter mecanismos, ainda néo identificados, de estabelecer e desenvolver a interacdo. O
indicio da existéncia de troca de sinais é a especificidade observada entre bactéria e
planta hospedeira (Baldani et al., 1997).

Segundo Mathesius (2003), os organismos microssimbiontes podem fer
evoluido através do aproveitamento de sinais pré-existentes na planta, o que ndo
exige da planta ser capaz de interpretar diferentes linguas, seriam os simbiontes os
capazes de falar uma versdo “esperanto” da sinalizagéo molecular.

Assim, nota-se que a fixacéo biolégica de nitrogénio envolve tanto o sistema
global de regulacéo de nitrogénio na célula como também a regulacao dos genes
envolvidos na fixacéo de nitrogénio, estes exclusivos dos procariotos fixadores.
Embora estes genes sejam conservados, seus mecanismos de regulacéo diferem
entre os organismos j& estudados, sendo, em grande proporcdo, ainda
desconhecidos.
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Capitulo 10

Diversidade e Taxanomia de Rizébio

Rosana Faria VIEIRA (1)

1. Introdugéo

Rizébios séo bactérias do solo que possuem habilidade para induzir a formacéao
de nédulos nas raizes e, em alguns casos no caule, de plantas leguminosas, onde
convertem o nitrogénio atmosférico em formas utilizdveis pela planta hospedeira. A
familia Leguminosae compreende cerca de 650 géneros e 18000 espécies distribuidas
mundialmente nas mais diferentes condicées ecoldgicas. Entretanto, poucas espécies
tém sido estudadas com relacé@o ao seu potencial em formar simbiose com rizébio,
visando a fixagéo do N, atmosférico.

Com o advento e aplicacé@o de novas técnicas moleculares e em decorréncia
da importéncia econémica e ecolégica dos rizébios, extensivos estudos foram realizados
nas Ultimas décadas com essas bactérias. Como resultado, novas estirpes tém sido
descobertas e novos géneros e espécies estdo sendo criados, causando profundas
mudancas na taxonomia desses microrganismos. Neste capitulo pretende-se ilustrar o
histérico da taxonomia dos rizébios e a ampla diversidade destas bactérias nos mais
diferentes tipos de solo e planta.

2. Histérico da Taxonomia de Rizébios

No século XIX, os estudos cldassicos de Hellriegel e Wilfarth (1888) foram os
primeiros a estabelecer que eram os micrébios nos nédulos das raizes que permitiam
as leguminosas obter o nitrogénio do ar. Esses microrganismos foram isolados ainda
em 1888 por Beijerinck, que os nomeou de Bacillus radicicola. Posteriormente, foram
denominados Rhizobium leguminosarum por Frank (1889). Inicialmente, os
pesquisadores consideraram o rizébio como espécie Unica, capaz de nodular todas
as leguminosas. Léhnis e Hansen (1921) sugeriram a diviso do rizébio em dois grupos
de acordo com a taxa de crescimento em meio de cultura.

(1) Pesquisadora, Embrapa - Centro Nacional de Pesquisas em Meio Ambiente, Caixa Postal- 69, CEP 13820-000,
Jaguaritna, SP. Email: rosana@cnpma.embrapa.br
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O termo rizébio de crescimento rdpido passou a referir-se as bactérias
associadas com alfafa, trevo, feijdo e ervilha. As bactérias de crescimento lento foram
exemplificadas pelas bactérias de soja e caupi. Fred et al. (1932) basearam-se nos
hospedeiros e em algumas diferencas morfolégicas e fisiolégicas para o reconhecimento
de seis espécies de Rhizobium: R. leguminosarum, R. trifolii, R. phaseoli, R. meliloti, R.
japonicum e R. lupini. Nenhuma mudanca nessa nomenclatura foi feita até 1982.

Por muitas décadas, a caracterizacéo de espécies de rizdbio foi baseada na
habilidade especifica da bactéria em nodular a planta hospedeira. Estudos iniciais
mostraram que cada estirpe ou isolado de rizébio tinha um determinado grupo de
hospedeiros, ou seja, nodulava certas leguminosas, mas ndo outras. Isso levou ao
conceito de inoculacéo cruzada, com as leguminosas sendo agrupadas de acordo
com o rizébio com o qual elas formavam nédulos. Mais de 20 grupos de inoculacdo
cruzada foram identificados, com as bactérias do grupo do trevo, alfafa, feijdo,
tremoco, ervilha e soja sendo denominadas como espécies separadas de um Unico
género, Rhizobium (ex: R. trifolii para trevo).

Embora a especificidade ainda seja um ponto importante na identificacéo
do rizébio, recentemente, outras caracteristicas t&m assumido maior importéncia na
sua classificacdo, por diferentes razdes. Os estudos iniciais envolveram, principalmente,
leguminosas de importéncia agricola; estudos com leguminosas menos tradicionais
tornaram obscuros os limites da inoculacéo cruzada. A estirpe bacteriana NGR234,
por exemplo, originalmente isolada de Lablab purpureus, o feij@o-lablabe, nodula
com 34 diferentes espécies de leguminosas e com uma espécie ndo-leguminosa
(Parasponia andersonii) (Stanley e Cervantes, 1991). Além disso, os genes da nodulacéo
de alguns rizébios estdo no plasmideo. A perda desse plasmideo por algumas estirpes,
em decorréncia da exposicdo a altas temperaturas, faz com que a bactéria perca sua
habilidade para formar nédulos e, portanto, ndo possa ser identificada. No solo,
rizébios néo infectivos, sem o plasmideo simbidtico, excedem em nimero aqueles
capazes de formar nédulo, na proporcdo de 40 para 1 (Graham, 1998). Os novos
métodos taxonémicos desenvolvidos para comparar estirpes, com base em diferentes
caracteristicas, resultaram em agrupamentos cada vez mais distantes daqueles baseados
na capacidade especifica da bactéria para nodular a planta hospedeira.

Reconhecendo-se as limitacdes da infeccéo da planta como o maior
determinante taxondmico, outros caminhos comegaram a ser trilhados para melhor
catalogar os rizébios. A taxonomia numérica reforcou as diferencas entre os grupos
de rizébio de crescimento rapido e lento (Tabela 1) e levou & consolidacéo de algumas
espécies dentro de cada grupo. Em 1984, dois géneros foram descritos, Rhizobium e
Bradyrhizobium. Trés espécies foram nomeadas para o género Rhizobium: R. lofi, R.
meliloti e R leguminosarum com trés biovares, viceae, phaseoli e trifolii. O género
Bradyrhizobium (“bradus”, grego, significando lento) compreendeu todas as estirpes
de crescimento lento e somente uma espécie foi nomeada: B. japonicum, o
microssimbionte de soja. Todas as outras estirpes de crescimento lento foram descritas
como Bradyrhizobium spp., ou seja, o chamado grupo caupi ou bradirrizébios tropicais.

Hennecke et al. (1985) analisaram o gene 16S rRNA dos rizébios de crescimento
rdpido e lento e concluiram que esses dois grupos apresentavam, de fato, diferencas
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filogenéticas, uma vez que o coeficiente de similaridade do RNA era somente 0,53.
Jarvis et al. (1986) estudaram a relag@o intergenérica entre Rhizobium e Bradyrhizobium
e também confirmaram a disparidade filogenética entre esses dois grupos. Ademais,
eles notaram separacdes distintas de grupos dentro desses géneros, predizendo a
necessidade de reclassificar e reorganizar o esquema até entdo utilizado.

Tabela 1. Sumdrio das diferencas entre rizébios de rdpido e lento crescimento.

Caracteristicas Crescimento répido Crescimento lento
Tempo de geracédo <6h >6h
Utilizacdo de carboidratos Pentoses, hexoses e mono-,di-, Pentoses e hexoses

e trissacarideos

Vias metabdlicasa () EMP baixa atividade EMP baixa atividade
Especifica da estirpe
ED via principal ED via principal
TCA completamente ativo TCA completamente ativo
PP Ciclo da hexose
Flagelos Peritriquios Subpolar
Localizacdo do gene simbiético Plasmideo e cromossomo Cromossomo
Localizacéo do gene de fixagdo nifH, nifD, nifK no mesmo NifD, nifK, e nif H em operons
do nitrogénio operon separados
Resisténcia intrinseca a antibiéticos ~ Baixa Alta

() ED, via Entner-Doudoroff; EMP via Embden-Meyerhof-Parnas; PP, via Fosfato Pentose; TCA, Ciclo do Acido
Tricarboxilico. (Elkan, 1992)

3. Taxonomia Recente de Rizébios

Apesar da grande diversidade de plantas leguminosas hospedeiras disponiveis
para os microssimbiontes, somente dois géneros de rizébio (Rhizobium e Bradyrhizobium)
e quatro espécies eram descritas na primeira edicdo do manual de Bergey. O notavel
progresso na taxonomia rizobiana levou & descricdo de mais de 40 novas espécies e
de quatro géneros adicionais, ou seja, Allorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium e
Sinorhizobium. O género Allorhizobium, inicialmente proposto por Lajudie et al. (1998b)
com uma Unica espécie, A. undicola, foi posteriormente incorporado ao género
Rhizobium (Young et al., 2001).

Os géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium e Mesorhizobium, que
tradicionalmente tinham sido incluidos na familia Rhizobiaceae, passaram a pertencer
as novas familias Azorhizobiaceae, Bradyrhizobiaceae e Phyllobacteriaceae,
respectivamente (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2001). A familia
Rhizobiaceae compreende os géneros Rhizobium e Sinorhizobium e é genotipicamente
relacionada & familia Phyllobacteriaceae. As familias Azorhizobiaceae e
Bradyrhizobiaceae sGo muito préximas filogeneticamente, mas estdo distantes das
demais familias.
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Embora todos os géneros de rizébio pertencam & subclasse Alphaproteobacteria,
recentemente, bactérias perfencentes & subclasse Betaproteobacteria #ém sido identificadas
em nédulos de leguminosas. Isolados bacterianos obtidos de nédulos de Aspalathus
carnosa e Machaerium lunatum foram identificados como Burkholderia (Moulin et al.,
2001) e Ralstonia taiwanensis e Ralstonia eutropha foram identificados em nédulos de
Mimosa, na China (Chen et al., 2001) e na india (Tripathi, 2002), respectivamente.

Género Rhizobium

Dentro do grupo que foi classificado como Rhizobium, trés géneros séo
agora reconhecidos: Rhizobium, Sinorhizobium (Chen et al., 1988) e Mesorhizobium

(Jarvis et al. 1997).

A taxonomia de rizébios que nodulam Phaseolus vulgaris foi a que passou
por maiores alteracdes taxondmicas, nos Ultimos anos, desde a descricdo de
Rhizobium phaseoli, baseada unicamente na habilidade da bactéria em nodular
seu hospedeiro. Com o surgimento de técnicas moleculares adequadas, tornou-se
evidente a grande diversidade de estirpes capazes de nodular essa leguminosa.
Atualmente, elas sdo classificadas em cinco espécies. R. leguminosarum bv. phaseoli
foi primeiro dividido em tipos | e Il (Martinez et al., 1988). Rhizobium tropici tipos
A e B foram propostos para as estirpes do tipo |, carregando uma Unica cépia do
gene nifH.

Os tipos A e B diferem entre si pelos valores de hibridizacdo DNA-DNA, por
caracteristicas fenotipicas e pela presenca de megaplasmideos especificos (Martinez-
Romero et al., 1991; Geniaux et al., 1995). R. etli foi entdo proposto para as estirpes
R. leguminosarum bv. phaseoli tipo | (Segovia et al. 1993). Elas possuem cépias miltiplas
do gene estrutural da nitrogenase em seus plasmideos simbidticos. Trabalhos posteriores
realizados com isolados obtidos de nédulos de raizes de Mimosa affinis levaram &
proposicéo de um novo biovar, bv. mimosae, dentro da espécie R. etli (Wang et al.,
1999a). Embora ambos os biovares, phaseoli e mimosae, possam nodular P vulgaris,
somente o biovar mimosae pode formar nédulos fixadores de nitrogénio em Leucaena
leucocephala.

Duas espécies adicionais de rizobio capazes de estabelecer simbiose com
o feijoeiro foram caracterizadas na Franca. Os nomes propostos foram R. gallicum
e R. giardinii (Laguerre et al., 1993; Amarger et al., 1997). Essas espécies foram
subdivididas em dois biovares; R. gallicum bv. phaseoli e R. giardinii bv. phaseoli
mostraram a mesma variacdo relativa ao hospedeiro do R. leguminosarum bv.
phaseoli, o mesmo nimero de cépias do gene nifH e homologia em termos do
gene nodB de R. etli. R. gallicum bv. gallicum e R. giardinii bv. giardini nodulam L.
leucocephala e ndo sédo homologos ao R. etli com relacdo ao gene nodB, como o
sdo com R. tropici. Eles possuem cédpias Unicas do gene nifH e ndo foi detectada
homologia em relacéo aos genes estruturais nifK, D e H, que sdo altamente
conservados entre os fixadores de Nj.

Lindstrém (1989), por meio de estudos com bactérias que nodulam as espécies
Galega orientalis e Galega officinalis, mostrou que o rizébio de crescimento rapido
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encontrado nessas espécies ndo era claramente relacionado as espécies de rizébio até
entdo conhecidas. Uma nova espécie de rizébio foi entdo proposta e denominada
Rhizobium galegae. Estirpes dessa espécie de rizébio sdo, porém, muito especificas quanto
as plantas hospedeiras e & fixacdo de nitrogénio. Radeva et al. (2001) mostraram
caracteristicas genéticas diferentes relacionadas & simbiose em R. galegae e propuseram
as denominacdes de R. galega bv. orientalis e R. galega bv. officinalis para as estirpes que
formam simbiose eficiente com G. orientalis e G officinalis, respectivamente. Uma nova
espécie de Rhizobium isolada de Sesbania herbacea, no México, foi filogeneticamente
relacionada ao R. galegae e nomeada Rhizobium huautlense (Wang et al., 1998).

Mais recentemente outras espécies de Rhizobium foram propostas:

» Tan et al. (2001) propuseram o nome de R. yanglingense & espécie nova de
rizébio obtida de leguminosas selvagens, em regides dridas e semi-dridas no noroeste
da China. Esta espécie ndo forma nédulos em Galega orientalis e Leucaena
leucocephala, enquanto que em Phaseolus vulgaris os nédulos formados s@o ineficientes.

» Wei et al. (2002), utilizando uma abordagem polifésica, caracterizaram
estirpes de rizébio isoladas de Indigofera e propuseram uma nova espécie que foi
nomeada Rhizobium indigoferae.

» Squartini et al. (2002) descreveram e propuseram o nome de Rhizobium
sullae (inicialmente denominado Rhizobium hedysari) ao microssimbionte isolado de
Hedysarum coronarium L..

> Wei et al. (2003) isolaram rizébios de leguminosas do género Astragalus e
propuseram uma nova espécie: Rhizobium loessense (incialmente denominado
Rhizobium huanglingense). Estirpes dessa espécie foram isoladas de A. scobwerrimus,
A. complanatus e A. chrysopterus e foram capazes de nodular A. adsurgens sob
condicdes de laboratério.

Género Bradyrhizobium

As estirpes de Bradyrhizobium, que nodulam soja efetivamente, eram todas
conhecidas como B. japonicum (Jordan, 1982). Na década de 1980 varios trabalhos
constataram grande variabilidade genética e fisiolégica entre as estirpes de B. japonicum
e, como conseqiéncia, Kuykendall et al. (1992) sugeriram a subdivisdo de
Bradyrhizobium em duas espécies, B. japonicum e B. elkanii. Esta espécie é mais
competitiva e mostra alta resisténcia a alguns antibiéticos, enquanto B. japonicum é
mais eficiente e fixa mais N . Outra espécie, com a taxa de crescimento
excepcionalmente lenta, foi proposta e denominada B. liaoningense (Xu et al., 1995).
Rizébios isolados de nédulos de Lespereza sp., proveniente da China, levaram &
descricdo de uma nova espécie que foi nomeada B. yuanmingense (Yoo et al., 2002);
esta espécie ndo forma nédulos em soja. Existem muitas outras estirpes pertencentes
ao género Bradyrhizobium que ndo nodulam soja; elas sdo simplesmente conhecidas
como Bradyrhizobium sp., seguido pelo nome do género da leguminosa hospedeira
entre parénteses (Young e Haukka, 1996), por exemplo, Bradyrhizobium sp. (Acacia),
Bradyrhizobium sp. (Aeschynomene sp.) e Bradyrhizobium sp. (Lupinus).
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Mais recentemente, Rivas et al. (2004) isolaram estirpes bacterianas endofiticas
de crescimento lento de estruturas semelhantes a tumores em raizes de Beta vulgaris,
no norte da Espanha. Estudos dessas bactérias, por meio de abordagens taxonédmicas
moleculares e fenotipicas, mostraram que elas representavam nova espécie de
Bradyrhizobium filogeneticamente similar ao B. japonicum. A esses isolados foi proposto
o nome de Bradyrhizobium betae.

O nome B. canariense foi proposto para designar estirpes de rizobio isoladas
de leguminosas arbustivas, nas ilhas Candrias. Essa espécie difere das outras cinco
espécies de Bradyrhizobium em vdrias caracteristicas genotipicas, fisiolégicas e
ecoldgicas (Vinuesa et al., 2005). Estirpes de B. canariense sdo altamente tolerantes a
acidez, nodulam diversas leguminosas nas tribos Genisteae e Loteae, mas nédo espécies
de Glycine.

Género Sinorhizobium

Este género foi originalmente proposto por Chen et al. (1988) para incluir
Rhizobium fredii e a nova espécie S. xinjiangense; a primeira proposta foi rejeitada,
porque as seqUéncias do gene 16S rRNA indicaram que Rhizobium fredii era
filogeneticamente relacionado a Rhizobium meliloti. Apds um periodo de controvérsia
essas duas espécies foram consideradas como pertencentes ao novo género
Sinorhizobium. Esse género inclui hoje, além das jé citadas, as espécies S. sahelense e
S. terangae, que foram descritas apés realizacdes de pesquisas com rizébios indigenas,
de crescimento rdpido, no Senegal, ceste da Africa (de Lajudie et al., 1994). Essas
Oltimas espécies foram divididas em dois biovares sesbaniae e acaciae, que
compreendem as estirpes que nodulam Sesbania e Acacia respectivamente (de Lajudie

etal., 1994).

Sinorhizobium arboris e S. kostiense foram propostas como espécies novas
por Nick et al. (1999) e S. morelense foi descrita para designar um grupo de bactérias
isoladas de nédulos de raizes de Leucaena leucocephala (Wang et al., 2002a). Estirpes
dessa Gltima espécie sGo altamente resistentes a alguns antibiéticos, tais como,
carbenicilina, canamicina e eritromicina. Bactérias isoladas de nédulos de Kummerowia
stipulacea levaram & identificacdo de uma nova espécie de rizébio, que recebeu a
denominacdo de S. kummerowiae (Wei et al., 2002).

Sinorhizobium americanus, S. indiaense e S. abri foram recentemente descritas
como espécies novas, nodulando, respectivamente, Acacia spp., no México (Toledo et
al. 2003), Sesbania rostrata e Abrus precatorius, na India (Ogasawara et al. 2003).

Género Mezorhizobium

Rhizobium loti e outras espécies de Rhizobium apresentavam diferencas nas
similaridades das sequéncias 16S rDNA, nas taxas de crescimento e nos perfis de
4cidos graxos, que as descaracterizavam de outras espécies dos géneros Rhizobium
ou Sinorhizobium (Jarvis et al., 1996). Para estas espécies Jarvis et al. (1997) propuseram
um género novo, Mesorhizobium, que na época incluiu as seguintes espécies: M. loti,
M. ciceri (Nour et al., 1994), M. huakuii (Chen et al., 1991), M. mediterraneum (Nour
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et al., 1995), M. tianshanense (Chen et al., 1995) e M. plurifarium (de Lajudie et al.,
1998a). Posteriormente, Wang et al. (1999), apds extensivos estudos com rizébios
isolados de Amorpha fruticosa, na China, descreveram e propuseram a espécie nova,
M. amorphae. Essa espécie de rizébio contém plasmideo simbidtico de 930 kb, ao
contrdrio da maioria das outras espécies de Mesorhizobium, que, com excecéo do M.
huakuii (Zou et al., 1997), carregam os genes simbidticos em seus cromossomas.
Isolados obtidos de Prosopis alba, na Argentina, levaram & proposicéo da espécie M.
chacoence (Velasquez et al., 2001).

Mais recentemente, outras duas espécies pertencentes ao género
Mesorhizobium foram descritas: Mesorhizobium septentrionale e M. temperatum.

Essas espécies foram isoladas na regido norte da China em plantas de Astragalus
adsurgens (Gao et al., 2004).

Género Azorhizobium

Esse género foi descrito por Dreyfus et al. (1988). A Unica espécie nomeada
no género é A. caulidonans, que nodula caule e raizes de Sesbania rostrata. As estirpes
que nodulam o caule de Sesbania diferem dos rizébios de crescimento rdpido por
terem um Unico flagelo lateral e por serem incapazes de utilizar muitos dos carboidratos
comumente metabolizados pelos rizébios. As tabelas 2 e 3 apresentam de forma
resumida os géneros de rizdbio e as espécies descritas até o momento.

4. Diversidade de rizébios

Devido & importéncia ecolégica e econdmica dos rizébios e com o surgimento
e aplicacdo de novas técnicas moleculares, esses microrganismos tém sido intensivamente
estudados durante a ¢ltima década. Entretanto, a nodulacdo somente tem sido avaliada
numa pequena parte das leguminosas (8% num total de 18000 espécies conhecidas)
(Sprent, 1995), enquanto que a maioria dos solos do mundo ainda néo foi explorada
para a presenca ou ndo de rizébios. Néo existem dividas, portanto, sobre a ocorréncia
de grande diversidade dessas bactérias ainda por ser explorada, com possibilidades de
surgimento de novas espécies no futuro. Os estudos publicados, até o momento, sobre
diversidade e filogenia de rizébios consideram mais os géneros Rhizobium, Sinorhizobium
e Mesorhizobium, do que o género Bradyrhizobium. A tabela 4 mostra, em termos
mundiais, os locais onde os diferentes géneros de rizébio tém sido encontrados.

Nos estudos sobre diversidade de rizébio séo utilizadas tanto as técnicas
baseadas no fenétipo quanto aquelas baseadas no gendtipo. As técnicas fenotipicas
incluem sorologia, resisténcia intrinsica a antibiéticos, contetdo de plasmideos, tipo
de fago e eletroforese da proteina total da célula.

As técnicas sorolégicas, embora amplamente utilizadas para a caracterizacdo
de rizébios (Irisarri et al., 1996; Olsen et al., 1994), ndo fornecem informacées sobre
os isolados que nd@o reagem com os anticorpos. A sorologia seria ¢til para a
identificacéo de estirpes homdélogas em co-inoculagGo ou em experimentos de
competicdo em que ocorra co-reacdo com outras estirpes.
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Tabela 2. Géneros e espécies de Rhizobium e Bradyrhizobium que nodulam raizes de leguminosas. Géneros
em parénteses referem-se as leguminosas hospedeiras.

Rhizobium (Rhizobiaceae)

R. leguminosarum by trifolii (Trifolium), bv. viciae (Jordan, 1982)
(Pisum, Vicia, Lathyrus, Lens), bv. phaseoli (Phaseolus)

R. tropici (Phaseolus, Leucaena, Macroptilium) Martinez et al.,1991)

R. etli (Phaseolus vulgaris )

R. galegae (Galega, Leucaena)

R. gallicum (Phaseolus vulgaris)

R. giardini (Phaseolus vulgaris)

R. huautlense (Sesbania)

R. mongolense (Medicago)

R. hainanense (Desmodium sinuatum)
R. indigoferae (Indigofera)

R. loessense (Astragalus, Lespedeza)
R. sullae (Hedysarum coronarium)

R. yanglingense (Amphicarpaea trisperma;
Coronilla varia; Gueldenstaedtia multiflora)

R. undicola (Neptunia natans)

Bradyrhizobium (Bradyrhizobiaceae)
B. japonicum (Glycine max)

B. elkanii (Glycine max)

B. liaoningense (Glycine max)

B. yuanmingense (Lespereza sp.)

B. canariense

B. betae (Beta vulgaris)

(
(Segovia etal., 1993)
(Lindstrom, 1989)
(Amargeretal., 1997)
(Amarger et al., 1997)
(Wang et al., 1998)

(van Berkum et al., 1998)
(Chenetal., 1997)

(Wei etal., 2002)

(Wei et al., 2003)
(Squartini et al., 2002)
(Tanetal., 2001)

(Young et al., 2001)

(Jordan, 1982)
(Jordan, 1982)
(Kuykendall et al., 1992)
(Xuetal., 1995)

(Yoo etal., 2002)
(Vinuesa et al., 2005)
(Rivas et al., 2004)

A utilizacdo da técnica de perfis de plasmideos é hoje uma poderosa ferramenta
no estudo da diversidade genética de rizébios. Variacdes nos perfis de plasmideos de
estirpes de espécies individuais de Rhizobium tém sido amplamente relatadas (Cadahia
et al., 1986; Young e Wexler, 1988; Bromfield et al., 1987). Em solo do Egito, por
exemplo, grande diversidade entre as estirpes de Rhizobium de trevo, lentilha e feijao
foi constatada com a utilizac@o dessa técnica (Moawad et al., 1998). No caso de
determinadas espécies de rizébio, como, por exemplo, R. leguminosarum biovar viceae,
num mesmo sorogrupo, considerdveis variacées nos perfis de plasmideos foram
encontradas entre isolados de campo (Brockman e Bezdicek, 1989).

Os métodos eletroforéticos sao facilmente adaptados para a comparacéo de
muitas amostras. A verificacdo de grande variagéo na estrutura dos lipopolissacarideos
e no seu comportamento eletroforético fornou possivel o uso de perfis desses compostos
como um critério para diferenciacdo entre isolados (de Maagd et al., 1988). Esse
método &, algumas vezes, o mais adequado e discriminatério para a identificacdo de
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estirpes de Bradyrhizobium do que os perfis eletroforéticos de plasmideos e proteinas.
Nas ilhas Candrias, Santamaria et al. (1997) caracterizaram 27 isolados de
Bradyrhizobium e um de Rhizobium capazes de nodular leguminosas arbustivas
indigenas. Esses isolados apresentaram grande diversidade antigénica, que pareceu
estar associada & grande diversidade estrutural dos seus lipopolissacarideos (os
principais determinantes antigénicos). Os 28 isolados estudados produziram 22 perfis
eletroforéticos facilmente distinguiveis. Néo foi observada nenhuma correlacdo entre
os perfis de lipopolissacarideos dos isolados e a planta da qual eles foram obtidos,

ou sua origem geogréfica.

Tabela 3. Géneros e espécies de Sinorhizobium, Azorhizobium e Mesorhizobium que nodulam raizes de

leguminosas. Géneros e espécies em parénteses referem-se as leguminosas hospedeiras.

Sinorhizobium (Rhizobiaceae)

S. meliloti (Melilotus, Medicago, Trigonella)
S. fredii (Glycine)

S. sahelense (Sesbania)

S. terangae ( Sesbania, Acacia)

S. xinjiangensis (Glycine max)

S. arboris (Acacia senegal, Prosopis chilensis)

S. medicae (Medicago)

S. kostiense (Acacia senegal, Prosopis chilensis)

S. morelense (Leucaena leucocephala)

S. kummerowiae (kummerowia stipulacea)
S. americanus (Acacia spp.)

S. indiaense (Sesbania rostrata)

S. abri (Abrus precatorius)

Azorhizobium (Hyphomicrobiaceae)

A. caulinodans (Sesbania)

Mesorhizobium (Phyllobacteriaceae)

(Chen et al., 1988)
(de Lajudie et al., 1994)
(Jarvisetal., 1992)
(de Lajudie et al., 1994)
(de Lajudie et al., 1994)
(Chenetal., 1988)
(Nick et al., 1999)
(Rome etal., 1996)
(Nick et al., 1999)
(Wang et al. 2002b)

(Wei et al., 2002)

(Toledo et al., 2003)
(Ogasawara et al., 2003)
(Ogasawara et al., 2003)

(Dreyfus et al., 1988)

(Dreyfus etal., 1988)

(Jarvis et al.,1997)

M. loti (Lotus) (Jordan, 1982; Jarvis etal., 1997)
(Nouretal., 1994; Jarvis et al., 1997)
(Chenetal., 1995; Jarvisetal., 1997)

M. ciceri (Cicer arietinum)

M. tianshanense (Glycyrrhiza pallidflora,
Swansonia, Glycine, Caragana, Sophora)

Nouretal., 1995; Jarvisetal., 1997)
Chenetal., 1991; Jarvisetal., 1997)

M. mediterraneum (Cicer arietinum)

M. huakuii (Astragalus)

M. amorphae (Amorpha fruticosa)

M. plurifarium (Acacia, Prosopis, Leucaena)
M. chacoense (Prosopis alba)

M. septentrionale (Astragalus adsurgens)

M. temperatum (Astragalus adsurgens)

Wang et al., 2002b)

de Lajudie et al., 1998a)
(Velazquez et al., 2001)
(Gao etal., 2004)
(Gaoetal., 2004)

(
(
(
(
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.z . . .z . 1
Tabela 4. Géneros de rizébio e os locais onde 4 foram isolados (')

Géneros Locais de isolamento

Rhizobium Disseminado mundialmente

Bradyrhizobium Africa, Asia, Austrdlia, Europa, América do Sul e do Norte, Regido Artica
Mesorhizobium Africa, Asia, América do Sul e do Norte, Europa, Austrélia

Sinorhizobium (2) Asia, Africa, Europa, América do Sul e do Norte

Azorhizobium Africa e Asia

(1) Adaptada de Sessitch et al. (2002). (z) Existe S. meliloti na Austrélia que pode ter co-evoluido com o
Trigonella indigeno.

As similaridades de resultados, algumas vezes obtidos, entre diferentes técnicas,
parece depender, em parte, do hospedeiro do qual as estirpes foram obtidas. Moawad
et al. (1998) mostraram similaridades entre os sorotipos de isolados de lentilha e seus
padrées de resisténcia intrinseca a antibiéticos (RIA). Entretanto, essas similaridades
ndo foram encontradas entre os sorogrupos de isolados de feijdo e trevo e seus grupos
RIA. Isso demonstra que os resultados da sorologia séo menos varidveis do que a RIA
em estirpes de R. leguminosarum e que essa técnica pode ser usada como ferramenta
complementar, associada a métodos sorolégicos, para identificar e discriminar estirpes
de R. leguminosarum.

Dentre as técnicas genotipicas pode ser citada a eletroforese de enzima multiloco
que é amplamente utilizada para fornecer informacdes sobre variacdo genética dentro
da espécie e para avaliar a estrutura genética de populacdes naturais (Martinez-Romero
& Caballero-Mellado, 1996). Métodos baseados na PCR, como RAPD, sdo também
empregados para andlise da variacdo genética dentro de espécies de rizébio. O
emprego de enzimas de restricdo para deteccdo de polimorfismos no DNA (RFLP)
usado em conjunto com uma variedade de sondas de DNA tem sido comumente
utilizado para avaliar a diversidade genética, a variacdo genética dentro de espécie e
para inferir sobre a estrutura das populacdes de rizébio no solo (Bromfield et al.,
1998). Andlises dos padrées de bandas produzidas pelo PCR-RFLP do gene 16S
rRNA ou genes simbidticos (nod e nif) sdo utilizadas para distinguir rizébios em nivel de
espécie e para inferir sobre relacionamentos filogenéticos (Laguerre et al., 1994).
Andlise PCR-RFLP da regido espacadora intergénica (IGS) entre os genes 16S e 23S
rRNA é empregada com sucesso para detectar variagéo genética dentro de uma espécie
particular de rizébio (Laguerre et al., 1996). O seqienciamento do DNA dos genes
16S ou 23S rRNA & (til para estimar as relagdes evoluciondrias entre rizébios (Prévost

e Bromfield, 2003).

Atroca de sinais moleculares entre a planta e o rizébio é essencial para que a
nodulac@o ocorra; pouco, porém, é conhecido sobre os aspectos da interacdo que
favorecem uma estirpe em relacéo & outra, quando as plantas séo expostas a diferentes
populacdes de rizébios (Demezas et al., 1995). Nesse sentido, estudos para avaliar a
diversidade destas bactérias deveriam utilizar grande ndmero de plantas armadilhas.

174



Diversidade e
taxanomia de rizébio

O isolamento do rizébio deveria ser feito de poucos nédulos retirados da porcdo mais
velha da raiz, para evitar tendéncias de se isolar aquelas estirpes com maior capacidade
de se multiplicar em meio artificial (Handley et al., 1998). O guandu (Cajanus cajan
L.) é considerada uma eficiente planta hospedeira armadilha para o estudo da
diversidade de rizébios (Coutinho et al., 1999). Apresenta baixa especificidade
hospedeira, sendo nodulado por isolados de crescimento répido e lento. Outros
trabalhos demonstram a importéncia da planta hospedeira no estudo da diversidade
de rizébios no solo (Rodriguez-Navarro et al., 2000; Bala et al., 2003). Interacoes
entre planta hospedeira e populacées indigenas de rizébios sGo encontradas até mesmo
em nivel de cultivares (Rodriguez-Navarro et al., 2000).

Em alguns locais, como, por exemplo, nos solos do continente africano, a
grande diversidade de populacdes de rizébios somente recentemente foi descrita
(Mpepereki et al., 1997). Rizébios nativos de caupi, em solos da Nigéria, séo
provavelmente o Gnico grupo que tem sido estudado com algum detalhe (Eaglesham
et al., 1987; Sinclair e Eaglesham, 1984). No Zimbabue, a grande diversidade de
rizébios nativos de caupi aponta para a possivel existéncia de vdrias espécies ainda
ndo identificadas, embora elas compartilhem suas caracteristicas fisiolégicas e culturais
com estirpes de espécies definidas (Mpepereki et al., 1997). Evidéncias encontradas
em solos africanos demonstram que os rizébios de caupi ndo séo, possivelmente,
todos de crescimento lento.

No Senegal, oeste da Africa, isolados de rizébios obtidos de Crotalaria spp.
tém revelado a presenca de estirpes de rdpido e lento crescimento (Samba et al.,
1999). Andlises moleculares demonstraram que as estirpes de crescimento lento sdo
relacionadas a Bradyrhizobium japonicum, enquanto as de crescimento rdpido néo
sdo relacionadas a qualquer estirpe de referéncia e constitutem um grupo novo de
rizébios.

Rizébios indigenos de crescimento lento, que nodulam soja, foram encontrados
em solos do Zimbabue (Davis e Mpepereki, 1995 citados por Mpepereki et al. 1997),
onde os isolados mostraram similaridades culturais e sorolégicas com a espécie
Bradyrhizobium elkanii.

Na China e no Vietnam, considerdvel diversidade genética foi também
encontrada entre rizobios de crescimento rdpido que nodulam a soja (Saldafa et al.,
2003). Os isolados provenientes da China mostraram maiores niveis de diversidde do
que as estirpes oriundas do Vietnam. Ainda na China, Chen et al. (2005) demonstraram
que 29 estirpes de rizébio de crescimento lento foram todas agrupadas com S. fredii
USDA205 e S. xinjiangensis CCBAU110, enquanto que 23 estirpes de rizébio de
crescimento lento foram altamente relacionadas com B. japonicum e B. liaoningensis.
Na provincia de Hubei, na China, foi encontrada alta diversidade de S. fredii capaz
de nodular a soja. A andlise fisiolégica e os perfis de plasmideos e de proteinas totais
foram as técnicas que melhor refletiram esta biodiversidade (Camacho et al., 2002).
No norte da Tailandia, Yokoyama et al. (1996) relataram a ocorréncia de um grupo
de bradirrizébios em soja geneticamente distinto de B. japonicum e de B. elkanii.
Nesse local, a distribuicdo e as caracteristicas genéticas dos bradirrizébios obtidos em
dreas cultivadas com soja ainda s@o pouco documentadas.
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No Paraguai, nos estados de Alto Parand e ltapla, alta diversidade foi
encontrada entre os isolados de rizébio de crescimento rdpido ou lento, obtidos de
plantas de soja, com a maioria deles representando estirpes Unicas. Muitos isolados
apresentaram caracteristicas associadas tanto a B. elkanii quanto a B. japonicum (Chen
et al., 2002). No Brasil, o isolamento de rizébios de crescimento répido de nédulos de
soja foi descrito pela primeira vez por Hungria et al. (2001). As estirpes diferiram da
espécie S. fredii em varias caracteristicas. Os autores concluiram que embora a soja
seja uma planta exética no Brasil, vérias estirpes indigenas de rizobio podem também
estabelecer uma simbiose efeciente com esta leguminosa.

Nos trés centros de domesticacéo do feijoeiro (México, Equador-Peru e Argentina),
R. etli ocorre predominantemente nos nédulos, enquanto R. tropici ainda néo foi
encontrado. Estirpes de R. tropici séo mais adaptadas & nodulacdo em solos dcidos do
que estirpes de R. etli (Graham et al., 1994), além de serem mais tolerantes a altas
temperaturas (Pinto et al., 1998). Estirpes de R. tropici séo também bem adaptadas a
solos arenosos (Acosta-Durdn e Martinez-Romero, 2002) e podem ser tolerantes a altas
concentracdes de sais (Priefer et al., 2001). Sugere-se que a drvore tropical, Gliricidia
sepium, nativa das Américas é o hospedeiro natural de Rhizobium tropici.

Néo existem relatos sobre a ocorréncia de R. gallicum e R. giardinii em nédulos
de feijao provenientes dos centros de origem nas Américas (Martinez-Romero, 2003).
No Brasil, tanto R. fropici quanto R. etli, R. giardinii e R. leguminosarum sdo encontrados
em nédulos de feijdo (Hungria et al., 2000; Mostasso et al., 2002; Grange e Hungria,
2004). Adicionalmente, rizébios dos géneros Sinorhizobium e Mesorhizobium foram
também isolados do feijoeiro no Brasil (Grange e Hungria, 2004), confirmando a
natureza promiscua dessa leguminosa.

Rizébios nativos que nodulam feijdo, em solos africanos, sé@o taxonomicamente
relacionados a R. tropici no leste e sul da Africa (Anyango et al., 1995) e a R. tropici e
R. etli na Africa Central (Tjahjoleksono, 1993). No oeste da Africa, Senegal e Gambia,
limitada diversidade genética é encontrada entre isolados de feijéo pertencentes a R.
tropici tipo B e a R. etli (Diouf et al., 2000). Contrariamente a esses resultados, em
solos da Etiépia, R. leguminosarum é, possivelmente, a espécie que predomina na
simbiose com o feijoeiro (Beyene et al., 2004). Na Jordénia, isolados obtidos de
nédulos de feijdo foram identificados como R. tropici e R. etli, com predominéncia da
Oltima espécie (Tamimi e Young, 2004). Tipos distintos de rizébios que nodulam
Phaseolus vulgaris séo encontrados em solos da Tunisia (Mhamdi et al., 1999). Nesse
local, uma parte dos isolados mostrou alta similaridade com Rhizobium gallicum, isolado
de feijdo comum na Franca, enquanto a outra mostrou algumas caracteristicas do
grupo R. etli-R. leguminosarum. Um terco dos isolados néo foi relacionado a qualquer
das cinco espécies de Rhizobium que nodulam o feijdo. A estrutura das populagées de
rizébio, em solo da Tunisia, variou com a localizacéo geogréfica e com a presenca
ou ndo do hospedeiro. No Egito, Shamseldin et al. (2005) constataram alta diversidade
genética entre isolados de rizébio obtidos de nédulos do feijoeiro. As bactérias foram
classificadas como R. etli e R. gallicum. Um terceiro grupo relacionou-se
filogeneticamente a R. radiobacter (inicialmente Agrobacteriu tumefaciens). Rhizobium
etli e R. gallicum exibiram eficiéncia simbidtica dependente da cultivar.
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A estreita diversidade genética de R. leguminosarum bv. phaseoli encontrada
na Inglaterra e Franca pode estar ligada ao fato de o feijdo ser uma cultura introduzida
na Europa (Laguerre et al., 1993). A co-ocorréncia de estirpes de R. leguminosarum
bv. phaseoli e R. tropici tipo A foi observada em trés solos arenosos e dcidos da
Franca. Usando perfis de plasmideos foram demonstradas diferentes predominéncias
de espécies de rizobio em cada local estudado. Ainda na Franca (Amarger et al.,
1997), como também na Austria e México (Sessitsch et al., 1997), alguns isolados
obtidos de nédulos de feijdo foram descritos como R. gallicum, apesar de mostrarem
algumas diferencas nas hibridizacées do DNA total.

Nos solos da Espanha pelo menos cinco espécies de rizébio nodulam Phaseolus
vulgaris (Herrera-Cervera et al., 1999), ou seja, R. etli, R. leguminosarum, R. gallicum,
R. giardinii e estirpes que se assemelham a S. fredii, com predominéncia do R. etli bv.
phaseoli. As estirpes de Sinorhizobium né&o nodulam soja, de modo que andlises
adicionais sé&o requeridas para esclarecer suas posicoes taxondémicas. A tabela 5 mostra,
de forma resumida, os locais onde foram isoladas espécies de Rhizobium associadas
ao Phaseolus vulgaris.

Tabela 5. Espécies de Rhizobium isoladas de nédulos do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) (')

Locais de isolamento

R. etli México, Colémbio,, Equador-Peru, Argentina, Brasil, Senegal, Gambia,
Tunisia, Espanha, Austria, USA

R. tropici Brasil (tipos A, B e outros), Colémbia (fipo B), Franca (tipo A), Marrocos,
Quénia, Senegal, Gambia (tipo B)

R. leguminosarum bv. phaseoli  Inglaterra, Franca, Espanha, Colémbia, Brasil, Tunisia

R. gallicum Franca, Austria, México (bv. gallicum somente), Tunfsia, Espanha, Egito

R. giardini Franca, Espanha, Brasil

(7) Adaptada de Martinez-Romero (2003).

Rizébios isolados de Leucaena leucocephala, em solos mexicanos, onde essa
planta é nativa, apontam para uma alta diversidade dessas bactérias (Wang et al.,
1999b). Apesar de a leucena ser considerada uma planta hospedeira promiscua e
nodular com bactérias de pelo menos trés géneros filogeneticamente relacionados, a
comunidade de rizébios naqueles locais varia entre as cultivares. L. leucocephala é
também considerado o hospedeiro adequado para diferenciar estirpes de R. tropici e
R. etli (Segovia et al., 1993) e R. etli bv. mimosae de R. etli bv. etli (Wang et al.,
1999a). A existéncia de estirpes de M. plurifarium, em solos mexicanos, como
microssimbiontes nativos de L. leucocephala, foi também relatada. Essas estirpes
formaram populacées geneticamente diversas no solo e foram capazes de formar
nédulos em R vulgaris e S. herbacea (Wang et al., 2003). Ainda em solos mexicanos
foi constatada grande diversidade genética na comunidade de Bradyrhizobium, isolada
de espécies de Lupinus (Barrera et al., 1997).
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Em solos de Taiwan foi encontrada alta diversidade de populacées de
rizébios indigenas associados com Sesbania cannabina (Chen e Lee, 2001). Os
isolados obtidos foram mais filogeneticamente relacionados a estirpes de
Sinorhizobium e R. huautlense. Embora seja relatado que os genes nifH em isolados
de sinorrizébios de drvores leguminosas poderiam ser divididos em dois grupos
filogeneticamente distintos, com base em suas localizacées, i.e., Africa ou América
Latina (Haukka et al., 1998), as relagdes filogenéticas dos isolados de S. cannabina,
relacionados ao género Sinorhizobium, em Taiwan, sdo aparentemente diferentes.
Na india, S. saheti, S. meliloti e R. huautlense foram isolados dos nédulos de
raizes de S. sesban, S. algyptica e S. rostrata (Sharma et al., 2005). Embora a
ocorréncia desses diferentes géneros de rizébio tenha sido anteriormente descrita,
o trabalho de Sharma et al. (2005) é o primeiro ralato da ocorréncia de géneros
diferentes de rizébio em uma mesma planta hospedeira (S. sesban) e na mesma
regido geogréfica. Estirpes de rizébio isoladas de Sesbania e Acacia na Africa
foram identificadas como pertencentes aos géneros Rhizobium, Sinorhizobium e
Mesorhizobium (Ba et al., 2002; Odee et al., 2002). No Uruguai, leguminosas,
tais como S. sesban ou Acacia caven podem ser noduladas por rizébios de
crescimento rdpido ou lento, que ndo foram identificados em nivel de espécie
(Frioni et al., 2001). Resultados similares foram obtidos com S. sesban e Acacia
saligna no Egito (Swelin et al., 1997). Em Porto Rico, R. gallicum e R. tropici nodulam
espécies de Sesbania, Caliandra, Poitea, Piptadenia, Neptunia e Mimosa; estas
legumninosas ndo haviam sido previamente consideradas como hospedeiras desses
rizébios (Zurdo-Pifieiro et al., 2004). No México, drvores leguminosas como
Gliricidia septium é nodulada pelo R. tropici tipos A e B, Sinorhizobium spp. e R.
etli bv. phaseoli (Acosta-Durdn et al., 2002). Na Africa (norte e sul da regido do
Saara), a maioria das estirpes de rizébio isolada de Acacia tortilis subsp. raddiana
pertence aos géneros Sinorhizobium e Mezorhizobium (Ba et al., 2002).

O género Astragalus inclue cerca de 1500-2000 espécies, sendo um dos
maiores géneros dentro da familia Leguminosae. Apesar disso, poucos trabalhos sobre
taxonomia de rizébio associados a esse género tém sido feito. Rizdbios isolados de
Astragalus sinicus na China foram classificados como Mesorhizobium huakuii (Chen et
al., 1991). Estudos sobre a diversidade genética de rizdébios de Astragalus adsurgens
na China demonstraram que essa leguminosa pode ser nodulada por linhagens
bacterianas pertencentes aos géneros Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium (Gao
et al., 2001). Diferentes grupos de rizébio foram também definidos entre isolados e
outras espécies de Astragalus na China e em outros paises (Laguerre et al., 1997;

Wdowiak e Malek, 2000).

No Brasil as diferentes condicdes geoambientais exercem um forte efeito sobre
a diversidade de rizébios (Martins et al., 1997). Na regido Nordeste, andlises dos
isolados de caupi de diferentes locais mostraram um aumento na proporcéo de rizébios
de crescimento rdpido, no sentido da costa para a regido semi-darida. Fendétipos Hup+
foram predominantes nessa parte do territério brasileiro. Em solos de cerrado, verifica-
se alto grau de diversidade genética nas populacdes indigenas de Rhizobium que
nodulam Phaseolus vulgaris (S4 et al., 1997).
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Embora a acidez do solo seja considerada, em muitas situacées, um fator de
estresse, a diversidade de rizébios nem sempre é diminuida nessas condicdes. A diferenca
chave na comunidade de bactérias entre solos de baixo e alto pH estaria nos tipos
predominantes de rizébios (Anyango et al., 1995). A diversidade genética de
populacdes de Rhizobium isoladas de gréo de bico, oriundos de diferentes regides de
Portugal, foi baixa em solos dcidos e alta entre os isolados de solos neutros (Laranjo et
al., 2001). Em solos da india, com diferentes valores de pH, foi constatada grande
diversidade de estirpes de Bradyrhizobium de feijdo mungo e de caupi (Saleena et al.,
2001). Comparativamente aos solos écidos a diversidade é menor em solos salinos.
Locais de alta salinidade constituem exemplos de um ambiente extremo, onde
relativamente pequena diversidade de espécies microbianas pode ser encontrada.

A presenca de metais pesados no solo é descrita como um dos fatores
responsdveis pela variacdo na diversidade de rizébios. Alteracdes radicais séo
constatadas na populacédo de R. leguminosarum buv. trifolii, em solos sem longo histérico
de cultivo do trevo, contaminados por metais pesados em decorréncia da aplicacdo
de lodo de esgoto. Em solos onde essa leguminosa é cultivada com freqiéncia, porém,
a presenca de metais pesados pode néo influenciar a diversidade de rizébios em
conseqUéncia da adaptacdo das bactérias aqueles elementos.

Historicamente, a diversidade de rizébios tem sido avaliada com bactérias
isoladas de nédulos; recentes estudos indicam, porém, que existe uma diversidade
maior de rizébios no solo do que se pressupunha anteriormente. Os rizébios estdo
sendo encontrados como endofiticos ou rizobactérias de plantas ndo-leguminosas e
muitos deles t8m mostrado efeitos benéficos sobre o crescimento das plantas. A
contribuicdo desses rizobios para a fixacdo bioldgica do nitrogénio é ainda obscura e
mais pesquisas s@o necessdrias para elucidar sua diversidade e mecanismos de interacdo
com as plantas. A tabela é apresenta, de forma resumida, alguns trabalhos realizados
nos Ultimos anos sobre a diversidade de rizébios em leguminosas.
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Capitulo 11

Quantificagéo Microbiana
da Qualidade do Solo

Rogério MELLONI ()

1. Introdugéo

O solo é considerado um critico componente da biosfera, funcionando néo
somente como base para a producdo de alimentos e fibra, mas também na
manutencdo da qualidade do ambiente local, regional e global (Glanz, 1995). Além
dos graves problemas ambientais ligados & atividade humana como mudancas
climdticas globais, deplecéo da camada de ozbénio e sérias destruicdes da
biodiversidade, a degradacéo e perda de terras produtivas sdo consideradas sérios
problemas ecolégicos (Lal, 1998). Pesquisas sobre a capacidade produtiva do solo
indicaram que a degradacdo induzida pelo homem estd em torno de 40% das terras
agricultéveis mundiais (Oldeman, 1994). Um outro estudo feito por Darst & Dibb
(1995) mostrou que a drea disponivel de terras ardveis, préprias para a producdo
agricola, vem reduzindo de modo acentuado, com queda de quase 1% ao ano, em
conseqiéncia do aumento da populacdo mundial e da degradacéo de terras agricolas
pelo homem.

Segundo Staben et al. (1997), a degradacéo da qualidade do solo pelo
cultivo é manifestada por processos erosivos, reducéo de matéria organica, perda de
nutrientes, compactacdo do solo, reducdo de populagdes microbianas, de atividades
enzimdticas e pH. Em outras dreas néo agricolas, como as de extracéo de minério, o
ambiente solo ¢ alterado devido ao desmatamento, remocéo da camada superficial
do solo e intenso revolvimento (Sawada, 1996), com impacto negativo imediato na
microbiota do solo e seus processos (Carneiro, 2000; Melloni et al., 2003; Melloni et
al. 2004; Melloni et al., 2006). Ainda, solos que recebem residuos industriais sdo
normalmente contaminados por metais pesados, comprometendo a qualidade dos
mesmos (Chander et al., 1995; Soares et al., 2002; Moreira et al., 2004).

(1) Professor- Universidade Federal de Itajubd (UNIFEI), Instituto de Recursos Naturais. Pesquisador do Grupo de
Pesquisa “Solos e Meio Ambiente - SOMA” do CNPq. Av. BPS, 1303 - Pinheirinho, Caixa Postal 50, CEP 37500-903,
ltajubd, MG. E-mail: rmelloni@unifei.edu.br



Rogério Melloni

A conservacéo da qualidade do solo é particularmente importante nestes
ecossistemas marginais, frageis e ecologicamente sensiveis, pois a degradacéo pode
ser irreversivel, principalmente quando a pressdo humana for excessiva (Garcia &

Herndndez, 1997).

Para avaliar a qualidade do solo nos diversos sistemas podem ser utilizados
atributos fisicos, quimicos e bioldgicos. Até cerca de dez anos atrds, os maiores enfoques
eram dados aos dois primeiros, subestimando-se o papel da biota do solo em vérias
funcées do solo. No entanto, muitos, se ndo a maioria, dos atributos fisicos e quimicos
do solo exigidos para o mdximo desenvolvimento vegetal sdo afetados diretamente
pelos processos bidticos (Lee, 1994), destacando-se a importancia dos microrganismos
e seus processos no funcionamento e sustentabilidade de ecossistemas. A microbiota
do solo participa da formacéo da estrutura do solo, controla a disponibilidade de
nutrientes as plantas pela mediacdo nos ciclos biogeoquimicos dos elementos, incluindo
a fixagéo biolégica do N e a ciclagem de P e melhora as limitacdes quimicas como
pH ou niveis téxicos dé agrotéxicos e metais pesados, proporcionando maior
desenvolvimento da comunidade vegetal nestes ambientes (Tate & Klein, 1985; Moreira

& Siqueira, 2002).

Muitos atributos biolégicos do solo como biomassa microbiana, atividade
heterotréfica de microrganismos do solo e atividade de enzimas relacionadas a ciclos
biogeoquimicos de nutrientes tém sido utilizados eficientemente como indicadores
biogquimicos da qualidade do solo em dreas degradadas (Garcia & Herndndez, 1997;
Wick et al., 1998; Carneiro, 2000; Schwenke et al., 2000), solos sob impacto de
metais pesados (Melloni et al., 2000; Melloni et al., 2001a; Moreira et al., 2004),
solos que recebem xenobidticos diversos (Cardoso & Fortes Neto, 1999; Cardoso &
Serrano, 2001; Kaneshiro et al., 2005) ou aqueles submetidos a diferentes sistemas

de uso (Knob et al., 2005; Nogueira et al., 2006).

No entanto, apesar do importante papel dos microrganismos e seus processos
na recuperacéo de dreas degradadas, sdo poucos os estudos que relacionam
qualidade do solo com atributos microbiolégicos, especificamente com a diversidade
microbiana. Este capitulo tem por objetivos demonstrar a importéncia da utilizacdo de
indicadores microbiolégicos na avaliacdo da qualidade do solo em sistemas
degradados, destacando-se aspectos relacionados & diversidade microbiana e seus
métodos mais simples de quantificacéo.

2. Importancia dos Estudos de Qualidade do Solo

O conceito de qualidade do solo data de civilizagdes muito antigas (Doran et
al., 1996) e compreende um subconjunto fundamental da qualidade ambiental. No
final da década de 70 e durante os dez anos seguintes esteve muito associado ao
conceito de fertilidade, sendo um solo considerado de alta qualidade quando se
apresentava quimicamente rico (Zilli et al., 2003). No entanto, os conceitos foram
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renovados e o solo de alta qualidade passou a ser visto de outra forma. Conforme
Figura 1, a qualidade do solo pode ser definida como a capacidade do solo funcionar
dentro de um ecossistema natural ou manejado, sustentar a produtividade animal e
vegetal, manter ou melhorar a qualidade da dgua e do ar e ndo prejudicar a sadde
humana (Karlen et al., 1997; Sposito & Zabel, 2003). O solo pode afetar a satde do
homem de trés modos: diretamente pelo contato com solo contaminado por produtos
téxicos ou radioativos; indiretamente pela contaminacdo do ar e dgua, e pela ingestdo
de alimentos contaminados por metais pesados, agrotéxicos, etc. (Doran et al., 1996).

Funcionamento Qualidade da
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animal e vegetal (contato, ingestdo)
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Biolégicos C—> Microbiolégicos e Bioquimicos

Figura 1. Esquema dos fatores governados pela qualidade do solo e os atributos utilizados para sua
quantificagdo, com destaque para a diversidade microbiana.

Muito mais que o ar ou dgua, a qualidade do solo tem uma profunda influéncia
na satde e produtividade de um ecossistema. No entanto, diferentemente do ar ou
dgua para os quais |4 existem padrées de qualidade, a definicéo e a quantificacdo
da qualidade do solo sao de dificil acesso, principalmente pela forte dependéncia de
fatores externos como manejo, interagcdes com o ecossistema e ambiente, prioridades
sdcio-econdmicas e politicas, etc. No entanto, para manejar e manter o solo num
estado aceitdvel para geracées futuras, deve-se priorizar os estudos da qualidade do
solo e estes devem envolver as diversas funcées do solo. Um ecossistema saudavel é
caracterizado pela integridade dos ciclos de energia e nutrientes, estabilidade e
resiliéncia a perturbacoes ou estresses (O'Neill et al., 1986). Tanto a qualidade do
solo quanto sua biodiversidade e resiliéncia séo severamente limitadas em ambientes
degradados e séo muito sensiveis a perturbacdes antropogénicas (Freckman & Virginia,
1997). A resiliéncia do solo pode ser definida como a toleréncia, capacidade de
tamponamento ou a habilidade de regenerar-se diante de estresses diversos (Szabolcs,
1994). A biodiversidade do solo se refere & variedade de grupos taxondmicos incluindo
bactérias, fungos, protozodrios, nematéides, minhocas e artrépodes, mas neste capitulo
a énfase serd dada aos primeiros dois grupos.
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A diversidade microbiana do solo é normalmente avaliada como a diversidade
de espécies ou diversidade genética, mais do que a diversidade estrutural e funcional.
Contudo, em termos de qualidade do solo, estas duas Gltimas formas de diversidade
podem ser mais importantes (Visser & Parkinson, 1992). Isto se deve & redundéncia
funcional de microrganismos na qualidade do solo (Beare et al., 1995), onde o sistema
pode se recuperar mesmo apds um fator estressante eliminar parte de sua comunidade
microbiana. A interrogacéo colocada na diversidade microbiana (Figura 1) como
mediadora do funcionamento de ecossistema e produtividade vegetal expressa a
pesquisa limitada sobre o assunto e a necessidade de extensas elucidacdes sobre o
verdadeiro papel da diversidade na qualidade do solo.

Trés tipos de fatores de estresse podem ser distinguidos: fisicos, quimicos e
biolégicos. Os fatores fisicos mais importantes séo temperaturas extremas, potenciais
matricos extremos (umedecimento e secagem), potenciais osméticos, compactacdo e
destruicdo da estrutura. Fatores quimicos incluem extremos de indices de pH, excesso
ou limitacd@o de nutrientes orgdnicos e inorgdnicos, anaerobiose, salinidade e biocidas
como metais pesados, poluentes radioativos, agrotéxicos e hidrocarbonetos. Fatores
de estresse biolégico incluem, entre outros, introducéo de organismos exégenos com
alta competitividade e crescimento descontrolado de organismos especificos como
patégenos ou predadores. Raramente um fator opera de modo isolado, ou seja, um
estresse fisico, por exemplo, pode alterar condicées quimicas e bioldgicas, e estas
afetarem direta ou indiretamente a microbiota e a qualidade do solo.

3. O que sdo Indicadores da Qualidade do Solo?

Um indicador é algo que aponta, indica, e pode ser uma propriedade,
processo ou caracteristica fisica, quimica ou biolégica que pode ser medida para
monitorar mudancas no solo. Um indicador do tipo ecolégico pode ser uma espécie
vegetal ou animal que indica, pela sua presenca em determinada drea, a existéncia
de uma condicdo ambiental. Na maioria dos casos, uma espécie representativa é
selecionada, e mudancas nesta espécie sdo utilizadas para substituir a avaliacéo de
outros componentes biolégicos do sistema. Muitos organismos ou grupos de organismos
tém sido utilizados como indicadores ecolégicos, incluindo nematéides, tracas, pdssaros,
protozodrios, cupins e minhocas (Turco & Blume, 1999).

Segundo Holloway & Stork (1991) e Visser & Parkinson (1992), um bom
indicador ecolégico deve preencher os seguintes critérios: 1) apresentar resposta rapida
a perturbacéo; 2) refletir alguns aspectos de funcionamento do ecossistema; 3) ser
economicamente vidvel; 4) ser universal na distribuicdo, apesar de mostrar
especificidade individual a padrées temporais ou espaciais no ambiente; e 5) ser
independente das estagdes do ano. Estes critérios, além de auxiliar na escolha dos
indicadores, podem ser utilizados no desenvolvimento ou selecdo de métodos mais
adequados para estudo da comunidade microbiana do solo.

No entanto, um Unico indicador ndo pode ser utilizado nos estudos de qualidade
de um sistema. Assim, um conjunto minimo de atributos fisicos, quimicos e biolégicos
do solo deve ser utilizado para avaliar a sua qualidade e procedimentos estabelecidos
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para identificar alteracdes na qualidade destes atributos. Um conjunto de indicadores
bdsicos da qualidade do solo néo pode ser previamente definido para emprego em
solos degradados devido & grande variacdo de magnitude e importancia entre os
indicadores, e a discordancia entre os cientistas e os produtores sobre a selecdo desses
indicadores.

Doran et al. (1996) elaboraram uma lista de atributos que afetam as funcées
ecolégicas e a qualidade do solo, a qual inclui densidade, infiltragcéo e capacidade
de retencéo de dgua, C e N orgénico total, condutividade elétrica, pH, nutrientes
disponiveis, biomassa e atividade microbianas. Embora estes atributos possam ser
Uteis como indicadores da qualidade do solo, néo estdo necessariamente associados
com a satde do solo e a manutencdo das suas funcdes ecoldgicas essenciais. Segundo
van Bruggen & Semenov (2000), uma das razdes para essa inconsisténcia pode ser a
falta de sensibilidade de muitas dessas avaliacées ao tempo de amostragem, ao
manejo (cultivo, irrigacdo, incorporacdo de residuos, fertilizacdo, etc.) ou a eventos
ambientais (chuva, etc.). Portanto, a escolha de indicadores para serem utilizados em
dreas degradadas néo é tarefa facil e exige do pesquisador muito estudo, dedicacdo
e paciéncia. No entanto, a avaliacéo e a atribuicéo de valores & qualidade do solo
permitem: a) avaliacdo da politica de uso da terra; b) identificagéo de dreas ou
sistemas de manejo criticos; ¢) avaliacdo de praticas que degradam ou melhoram o
solo; e d) ampliag@o do conhecimento e compreenséo sobre manejo sustentdvel do
solo. Com os valores médios obtidos por meio de varios indicadores, podem ser
estabelecidos limites inferiores e superiores da qualidade do solo ou das condicées
fisicas, quimicas e biolégicas adequadas (Figura 2).

Ao longo do tempo, se o valor obtido de um conjunto de indicadores ultrapassar
o limite inferior pré-estabelecido, pode-se dizer que a qualidade do solo ou do sistema
foi afetada e medidas devem ser tomadas para mitigar ou corrigir o problema.

Limite superior

\ /\ A\ Média ou padrdo
4 \

Limite inferior

AN

QUALIDADE DO SOLO
A

TEMPO Fora do controle

Figura 2. Representacdo da qualidade do solo, determinada por indicadores, em fun¢do do tempo. (FON-
TE: Larson & Pierce, (1994).
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4. Indicadores Microbiolégicos

Definigdo

Indicador microbiolégico pode ser definido como uma espécie de
microrganismo ou grupo de microrganismos que indica, pela sua presenca e atividade
numa determinada drea, a existéncia de uma condicdo ambiental especifica.
Historicamente, bactérias do grupo coliforme, ao qual pertencem os géneros Escherichia,
Klebsiella e Enterobacter, caracteristicos do trato intestinal dos vertebrados, foram os
primeiros indicadores microbiolégicos utilizados na avaliagdo do ambiente (Brock &
Madigan, 1991). Aspectos positivos ligados & praticidade de determinag@o, baixo
custo e confiabilidade das metodologias empregadas, fazem com que atualmente, a
presenca de coliforme numa amostra ambiental seja ainda muito utilizada como
indicador da qualidade sanitdria da dgua ou do solo.

Os microrganismos apresentam grande potencial de utilizacdo em estudos de
qualidade do solo (Hofman et al., 2003) por apresentar as seguintes caracteristicas:
a) alta sensibilidade a perturbacées antropogénicas (Pankhurst et al., 1997); b)
correlacées com diversas funcoes benéficas do solo, incluindo armazenamento e
disponibilidade de dgua, decomposicéo de residuos orgénicos, transformacéo e
ciclagem de nutrientes, biorremediacéo, controle de fitopatégenos e outros; c) papel
direto em muitos processos do ecossistema, incluindo conversdo de nutrientes em formas
disponiveis as plantas (Drinkwater et al., 1996), supresséo de organismos nocivos
(Oyarzun et al., 1998), formacdo da estrutura do solo e papel indireto em processos
como infiltracéo de dgua; e d) facilidade de avaliacdo e baixo custo.

Ha vérios tipos de indicadores microbiolégicos que podem ser utilizados em
estudos da qualidade do solo em dreas degradadas. No entanto, pelo papel
desempenhado no funcionamento de ecossistemas, neste capitulo abordar-se-a a
diversidade microbiana e os métodos mais simples de sua avaliacdo em diferentes
sistemas.

Diversidade Microbiana e Métodos de Avaliagdo

A diversidade microbiana como indicador da qualidade do solo tem sido
bastante discutido, principalmente na Gltima década com o surgimento e aprimoramento
de técnicas de biologia molecular (Johnson et al., 2003). No entanto, pouca pesquisa
tem sido feita para quantificar as relagdes benéficas entre diversidade microbiana,
funcionamento do solo e qualidade vegetal, e sustentabilidade do ecossistema (Kennedy
& Smith, 1995). Além disso, o desenvolvimento de métodos para avaliacdo direta da
diversidade microbiana do solo tem sido lento, ndo havendo, atualmente, métodos
simples que a quantifique ou indique alteragéo em funcdo do manejo do solo (Turco
& Blume, 1999). A utilizacdo de indices de diversidade pode funcionar como
bioindicador do efeito de estresses na comunidade microbiana (Atlas, 1984), mas é
limitada pelo desconhecimento da composicéo de espécies microbianas no solo, as
quais sé@o obtidas, normalmente, em meios-de-cultura definidos.
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A diversidade microbiana compreende a variedade de espécies num
ecossistema, bem como a variabilidade genética dentro de cada espécie (Kennedy &
Smith, 1995). Segundo Turco et al. (1994), os indices de diversidade microbiana tém
sido utilizados para descrever o estado das comunidades microbianas e o efeito das
perturbacdes naturais ou antropogénicas.

Estes atributos podem atuar como indicadores microbiolégicos por mostrarem
a estabilidade da comunidade e descrever a dindmica ecolégica de uma comunidade
e os impactos de estresse naquela comunidade. Contudo, um fator limitante do sucesso
de utilizacdo destes indices é a complexidade da comunidade microbiana do solo e
as miltiplas interacées desta com o solo, as quais podem ser amenizadas aumentando
o numero de indicadores na avaliacéo da qualidade do solo.

Os métodos de contagem de microrganismos do solo em meios definidos
(Atlas, 1984) e a utilizacdo da microscopia direta desempenham papel importante
nos estudos preliminares da diversidade microbiana do solo e, normalmente, empregam
técnicas acessiveis a laboratérios. No entanto, métodos de cardter genético e, ou,
bioguimico que envolvem estudos multiplos de fungdes do solo e diferencas bioquimicas
podem fornecer resultados mais confiaveis desta diversidade (Dick et al., 1996a) e
serdo brevemente apresentados neste capitulo.

5. Avaliagdo da Densidade e Diversidade Fenotipica Cultural de
Microrganismos em Meios de Cultura Definidos

A contagem de microrganismos do solo em meios de cultura definidos e posterior
estudo de suas caracteristicas é talvez o método mais comum de se avaliar a diversidade
microbiana do solo (Atlas, 1984). Apesar de simples e rdpido, este método & insensivel
a mudancas rdpidas nas comunidades microbianas, além de avaliar uma pequena
porcdo da comunidade total de microrganismos do solo.

A diversidade dos isolados depende muito do método utilizado no
isolamento e do meio de cultura (Sorheim et al., 1989), da habilidade operacional
do pesquisador, além da existéncia de microrganismos em estado vidvel, mas
ndo cultivével (Roszak & Colwell, 1987). Torsvik et al. (1990), pela utilizacdo de
microscopia fluorescente, demonstraram que 99,5 a 99,9% das bactérias do
solo nd@o sd@o cultivaveis nos meios tradicionais, mostrando a grande limitagdo
deste método.

Em solos da Austrdlia, Pankhurst et al. (1995) avaliaram diferentes sistemas de
cultivo (convencional, rotacéo de culturas, fertilizag@o, cultivo minimo) pela contagem
de fungos, bactérias, actinomicetos totais e celuloliticos, e verificaram baixa sensibilidade
destes microrganismos em discriminar esses sistemas, o que limitou a sua utilizacdo
como bioindicadores. Resultado semelhante foi obtido por Melloni et al. (2001b) em
dois diferentes ecossistemas de mata e campo, no Sul de Minas Gerais, onde a
densidade destes microrganismos, excetuando os solubilizadores de fosfato, nédo foi
sensivel na discriminagéo ambiental.
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Uma drea-modelo, compondo solos néo degradados e solos degradados
em processo de recuperacdo, utilizando estratégias diversas (espécies vegetais), foi
estudada em ltajuba/MG, do ponto de vista microbiolégico e bioquimico. Silveira et
al. (2006), empregando meios de cultura diversos e especificos, verificaram que os
atributos densidade de fungos, bactérias e solubilizadores de fosfato foram
considerados bons indicadores da recuperacdo dos solos. Areas néo degradadas
apresentaram valores em torno de 2,3; 3,0 e 4,2 vezes superiores aqueles obtidos em
amostras de solo das dreas degradadas, respectivamente. Além disso, Nascimento &
Melloni (2005) obtiveram valores 3,2 vezes superiores de microrganismos amonificantes
em dreas ndo degradadas em relacdo aquelas consideradas degradadas. Esses
resultados, entre muitos outros, permitiram concluir que a sensibilidade microbiana
aos estresses e ao préprio manejo aplicado ao solo é extremamente elevada e isso
confere aos atributos microbiolégicos alto potencial de utilizacdo nos estudos de
avaliacd@o do processo de recuperacdo de solos.

Para estudos de rizébio, Graham (1976) apontou trés caracteristicas culturais
simples que podem ser utilizadas com sucesso na classificagéo de isolados: taxa de
crescimento, pH na reacdo do meio YMA (Vincent, 1970) e tipo de flagelo, 0til até
hoje para classificacéo em género. Posteriormente, Moreira (1991) aperfeicoou esta
avaliag@o com outras caracteristicas fenotipicas de rizébio como diémetro médio de
colénias, producéo de goma e coloracdo das coldnias em estudos de isolados da
Amazénia e Mata Atlantica. Utilizando estas caracteristicas, Melloni et al. (2006)
avaliaram isolados de rizébio em dreas de mineracdo de bauxita, aplicando,
posteriormente, o indice de Shannon-Weaver — H” (Shannon & Weaver, 1949) para o
célculo da diversidade (Figura 3).

Neste estudo, a diversidade de rizébio foi sensivel aos efeitos negativos da
mineracdo (M) e aos efeitos positivos das diferentes técnicas de reabilitacdo (R)
empregadas, mostrando o grande potencial de utilizagdo deste bioindicador nos estudos
de qualidade de solos (Figura 3). Utilizando este indicador, foi possivel verificar que
todas as estratégias utilizadas, principalmente aquelas com braquidria e feijdo-guandu
ou com bracatinga, contribuiram para o processo de reabilitacéo, onde os valores de
diversidade ultrapassaram o apresentado pela referéncia (E), caracterizando ganho
extra.

Avaliando dreas degradadas e ndo degradadas, em Minas Gerais, Caldas et
al. (2004) verificaram que a diversidade fenotipica cultural de isolados de rizébio (por
Shannon & Weaver) em dreas ndo degradadas chegou a 2,32 contra 0,35 naquelas
degradadas, no periodo de inverno.

As mesmas caracteristicas de rizébio jd tinham sido utilizadas por Pereira (2000)
em diversos sistemas de uso da terra na Amazénia, a qual verificou maior diversidade
de rizébio em solos de floresta e a menor em dreas com monocultura e capoeira.
Vdérios outros pesquisadores relataram reducéo da diversidade de rizébio pelo
revolvimento do solo agricola (Chueire et al., 2000; Ferreira et al., 2000) ou pela
monocultura (Lupwayi et al., 1998; Coutinho et al., 1999).

A sobrevivéncia, competitividade e eficiéncia simbidtica do rizébio séo limitadas
por diversos fatores, como espécie e nutricdo vegetal, baixa fertilidade do solo,

200



Quantificacdo microbiana
da qualidade do solo

toxicidade por Al e Mn decorrente da acidez, altas temperaturas, baixa ou elevada
umidade no solo, revolvimento, entre outros, condices estas comumente encontradas
em solos degradados (Brockwell et al., 1995). A alta sensibilidade de rizébio a vérios
fatores edafoclimdticos o torna indicador potencialmente importante na avaliagéo
desses sistemas.

2,0

1,5 1 E
T 1,0 1
0,5 A

0,0 -
1 2 3 4 5 6 7 RF

Areas de estudo

Figura 3. Diversidade (H) de isolados de rizébio de caupi em dreas de mineracdo de bauxita. 1 (recém-minerada
e com 6 meses de reabilitacdo com capim-gordura e feijdo-guandu), 2 (braquidria e feijGo-guandu com 2
anos), 3 (bracatinga e capim-gordura com 6 anos), 4 (espécies nativas com 10 anos), 5 (bracatinga com 14
anos), 6 (eucalipto com 16 anos), 7 (bracatinga e outras espécies nativas com 18 anos) e RF (drea-referéncia,
ndo minerada). R (efeito positivo da reabilitagdo em relacéo & drea 1), M (efeito negativo da mineragdo em
relacdo & RF), E (ganho exira de diversidade pela reabilitacgo, em relagdo & RF).

Apés isolamento de diazotréficos endofiticos em meios de cultura considerados
seletivos (NFb, JNFb e Fam), Melloni et al. (2004) caracterizaram os isolados obtidos
de dreas de mineracdo de bauxita por meio da cor, diGmetro e consisténcia das
colénias. Diversos grupos fenotipicos culturais foram formados, os quais variaram em
funcdo da época de amostragem do solo e da cobertura vegetal presente.
Temperaturas e umidades mais elevadas e revegetacdo com gramineas do tipo capim-
gordura e braquidria contribuiram para a maior multiplicacéo destes microrganismos
e maior facilidade de isolamento em laboratério. Pelo agrupamento dos isolados
com estirpes-tipo de diferentes espécies, cerca de 63% deles apresentaram similaridade
as estirpes-tipo das espécies Burkholderia brasilensis, Herbaspirillum seropedicae e
Azospirillum spp. (A. brasilense, A amazonense, A. lipoferum, A. irakense).
Posteriormente, isolados destas dreas foram avaliados por Nébrega et al. (2004),
quanto: ao tempo para surgimento de colénias isoladas, diGmetro médio das coldnias,
producdo de goma, coloracéo das colénias, consisténcia das colénias, forma e
elevacdo de bordo, margem, além de teste de Gram, tolerdncia & salinidade,
caracteristicas celulares em microscépio éptico e proteinas totais por eletroforese em
gel de poliacrilamina. Os isolados apresentaram alta diversidade fenotipica cultural e
surgiram isolados com caracteristicas distintas das estirpes-tipo. Apesar de métodos
moleculares serem considerados essenciais & identificagdo destas bactérias (Kirchhof
et al., 1997; Nébrega et al., 2004), estes resultados indicaram que caracteristicas
culturais podem ser aplicaveis em estudos exploratérios da diversidade destas bactérias
em solos sob diferentes condicées, reduzindo o nimero de isolados a serem submetidos
a estudos detalhados e avancados em laboratérios mais equipados.
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No estudo de Freitas & Melloni (2004), diferencas de diversidade fenotipica
cultural foram também encontradas utilizando meios de cultura especificos para bactérias
diazotréficas associativas, com valores de 15,8; 1,6 e 1,3 vezes superiores nas dreas
ndo degradadas para Azospirillum spp. (meio NFb), Herbaspirillum spp. (meio JNFb)
e A. amazonense (meio Fam), respectivamente, com perda de diversidade em dreas
degradadas ao redor de 34%.

6. Microscopia Direta

O método de avaliacdo da diversidade por meio do isolamento e posterior
caracterizacéo sob microscopia direta é muito utilizado para fungos micorrizicos
arbusculares (MAs). Caracteristicas relacionadas ao tamanho do esporo, forma,
coloracéo, ornamentac@o, nUmero de paredes internas e externas e reacdo ao reagente
de Melzer podem ser utilizados na identificagéo de tipos morfolégicos presentes no
solo. E um método simples, répido, econdmico e envolve equipamentos simples como
microscépio bptico ou estereoscédpico. Segundo Morton & Benny (1990), apesar de
aparentemente simples, este método, quando envolve estudos de parede celular,
permite a classificacdo de fungo MA por espécie.

Apbs a identificacdo de espécies de fungos MAs por caracteristicas como cor,
forma, tamanho, ornamentacéo e nimero de paredes de esporos, Melloni et al. (2003)
calcularam a diversidade destes microrganismos em solos de diferentes dreas de
mineracdo (Figura 4).

Por este estudo, verificou-se que a sensibilidade da diversidade de fungos
MAs em indicar a reabilitacdo de solos minerados variou em funcéo dos locais de
estudo (campo e serra). No campo, foi sensivel em indicar o efeito negativo da
mineracdo (M) e positivo da reabilitacéo (R), com alguns valores superiores ao da
referéncia (E). Na serra, obteve-se um comportamento diferente do valor M, jé que a
drea recém-minerada apresentou diversidade de fungos MAs superior aquela da
referéncia (Figura 4). Deve-se salientar que este resultado pode ter ocorrido em funcéo
do baixo nimero total de esporos obtidos nas amostras de solos recém-minerados, o
qual influencia diretamente no valor final do indice de diversidade de Shannon-Weaver.
Esta questdo revela que a interpretacéo dos valores de diversidade de fungos MAs
deve ser feita com ressalvas pois este atributo, avaliado isoladamente, pode levar a
conclusées precipitadas e incorretas da qualidade do solo.

7. Perfis de Proteina Total, Plasmideo, Andlises de Fosfolipideos
e Acidos Nucléicos

Apesar da extrema importéncia dos métodos moleculares nos estudos da
diversidade microbiana em solos sob diferentes condicoes, apresentar-se-Go somente
alguns resultados envolvendo tais metodologias, em funcéo dos objetivos tracados
para este capitulo. Para estudos aprofundados nesta drea devem ser consultadas
outras referéncias.
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Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para separacéo e caracterizagéo de
proteinas totais, e uma destas, a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), é
uma ferramenta confidvel na sistemdtica microbiana e tem sido usada para separar
estirpes e até espécies de bactérias importantes no solo, como rizébio (de Bruijn et al.,
1998). A eletroforese em gel de poliacrilamida de proteinas celulares pode produzir
padrées de até trinta bandas e ser Uil nos estudos de identificacdo, diversidade,
taxonomia e ecologia de rizébio. Moreira et al. (1993), por meio do perfil de proteinas
totais de 171 isolados de rizébio obtidos da Amazénia e Mata Atlantica, observaram
maior diversidade entre os isolados de crescimento rdpido do que os de crescimento
lento. Dupuy et al. (1994) analisaram 84 isolados de Bradyrhizobium por SDS-PAGE
e encontraram alta diversidade entre isolados obtidos na superficie e em profundidade
no solo. Assim como Nébrega et al. (2004), como |4 apresentado no item 4.2.1,
obtiveram alta dissimilaridade de isolados de bactérias diazotréficas associativas em
relacéo a estirpes-tipo, de acordo com os padrées eletroforéticos de proteina total,
em solos de mineracdo de bauxita. Em diferentes sistemas de uso da terra (SUT) na
Amazénia, Pereira (2000) obteve boa discriminacdo dos isolados de rizébio pela
técnica do perfil protéico. No entanto, ndo houve relacao entre diversidade calculada
por este método e a diversidade obtida por meio de caracteristicas culturais e nem
com os sistemas estudados, indicando que novos estudos fossem indicados para verificar
o potencial de utilizacao deste atributo como bioindicador desses diferentes ecossistemas.
Na Figura 5 estd representado um perfil protéico de isolados de rizébio de diferentes
SUTs da Amazénia, o qual permite a discriminacdo destas bactérias em comparacdo
com os padrdes apresentados pelas estirpes-tipo Por meio deste perfil, pode-se calcular
o indice de diversidade correspondente e prosseguir com a andlise comparativa das
dreas de estudo.

2,0

1,5 1

T 1,04

0,5

0,0 -

RM 2 3 4 5 6 7 RF RM 10 11 12 13 14 15 16 RF

Areas de estudo

Figura 4. Diversidade (H") de fungos micorrizicos arbusculares em dreas de mineracdo de bauxita revegetadas
com diferentes espécies vegetais e em diferentes idades. Campo: RM (recém-minerada), 2 (revegetada
com braquidria e capim-gordura por 6 meses), 3 (eucalipto com 3 anos), 4 (capim-azevém com 4 anos),
5 (bracatinga e capim-gordura com 10 anos), 6 (eucalipto com 16 anos), 7 (bracatinga e capim-
gordura com 19 anos) e RF (drea-referéncia do campo, ndo minerada). Serra: RM (recém-minerada), 10
(revegetada com capim-gordura e feijdo-guandu por 6 meses), 11 (braquidria e feijdo-guandu por 2
anos), 12 (bracatinga e capim-gordura por é anos), 13 (espécies nativas com 10 anos), 14 (bracatinga
com 14 anos), 15 (eucalipto 16 anos), 16 (bracatinga e outras espécies nativas com 18 anos) e RF (4rea-
referéncia da serra, ndo-minerada). R (efeito positivo da reabilitacdo em relagdo & RM), M (efeito
negativo da mineracdo em relacdo & RF), E (ganho-extra de diversidade pela reabilitagdo em relacdo
& RF), D (déficit de diversidade em relacéo & RF).
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Figura 5. Exemplo de perfis de proteina total de grupos fenotipicos culturais de isolados de rizébio
capturados por caupi e das estirpes-tipo BR 111, INPA 0311B, BR 10051, BR 2001 e BR 29. Fonte:

Pereira (2000).

Outro método utilizado em estudos de diversidade genética bacteriana é o
perfil de plasmideos. Os perfis de plasmideo é uma ferramenta muito Uil e comumente
utilizada em estudos de diversidade de Rhizobium e mostrou ter um poder discriminante
semelhante as andlises de restricdo de DNA (Laguerre et al., 1992). Pela alteragéo no
padréo de bandas de plasmideos, podem-se estimar alteracées nas populacées e
avaliar sua diversidade. O conhecimento da estrutura populacional de rizébios
indigenas no solo e como ela muda com o tempo e com as condicdes ambientais é
importante em estudos dos efeitos ecolégicos de praticas agricolas e introducées de
microrganismos geneticamente modificados. Handley et al. (1998) obtiveram alta
correlacdo entre perfis de plasmideos e apds amplificacdo com primers randémicos
(RAPD) nos estudos de diversidade de Rhizobium leguminosarum bv. viciae em solos
cultivados ou ndo. Em solos contaminados por metais pesados (especialmente Zn e
Hg) e outros ndo contaminados, Castro et al. (1997) avaliaram a diversidade genética
de populacdo natural de R. leguminosarum bv. trifolii por este método e verificaram
variacdo nos peris e perda de plasmideos em solos contaminados. Houve reducéo
da capacidade de fixacdo de nitrogénio nos solos contaminados, sendo que somente
15% dos isolados do solo contaminado apresentaram capacidade de reducéo de
acetileno, enquanto 94% dos isolados do solo ndo contaminado tiveram esta
capacidade. Localizando os genes de resisténcia a metais pesados, no plasmideo ou
cromossomo, seria possivel construir espécies de Rhizobium com este fenétipo,
possibilitando o estabelecimento dessas bactérias em dreas contaminadas.

Muitos pesquisadores t&m utilizado a andlise de fosfolipideo para avaliar o
efeito de sistemas de manejo do solo (Zelles et al., 1992), de aplicacdes de lodo de
esgoto (Dahlin et al., 1997), de contaminacdo por metais pesados (Baath et al.,
1998), entre outros, nos microrganismos e/ou processos microbiolégicos do solo. Os
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fosfolipideos sdo encontrados na membrana celular microbiana, podem ser facilmente
extraidos e seu estudo fornece uma estimativa da estrutura da comunidade microbiana
sem a necessidade de cultivo dos microrganismos (Hill et al., 2000).

A andlise da estrutura da comunidade pela extracdo direta de DNA do solo &,
talvez, o melhor método disponivel para demonstrar como as perturbacées podem
afetar as populacdes e como a estrutura da populacéo afetard a qualidade do solo.
As técnicas para extracéo, apesar da exigéncia de laboratérios mais equipados, estdo
disponiveis (Picard et al., 1992), sendo que a heterogeneidade do DNA extraido
pode refletir a diversidade da comunidade (Turco & Blume, 1999). Isto porque
microrganismos ndo cultivdveis ou em baixa densidade no solo podem ndo ser
detectados no DNA extraido (Pillai et al., 1991). A reacdo da polimerase em cadeia
(PCR), a qual permite a amplificacdo de pequenas regides especificas do DNA, pode
ser utilizada com primers especificos de determinadas regides ou com primers
randémicos. Coutinho et al. (1999) avaliaram a diversidade de rizébio em solos
cultivados e ndo cultivados por meio de perfis de RAPD e mostraram, além da reducédo
da diversidade com o cultivo, o potencial e a sensibilidade desta técnica em indicar o
impacto do cultivo de solos nestas populacées.

Nos Gltimos anos, técnicas baseadas na andlise de genes do 16S rRNA em
procariotos (Muyzer et al., 1993) e 55 ou 18S rRNA em eucariotos (Smit et al., 1999)
tém sido amplamente utilizadas na deteccéo, identificacdo, classificacéo e filogenia
de microrganismos. A amplificacéo direta por PCR do 16S rDNA de amostras ambientais
tem possibilitado o estudo da diversidade microbiana sem o cultivo dos microrganismos
(Giovannoni et al., 1990) e esta tem sido considerada a grande vantagem deste
método (Hill et al., 2000). Os genes ribossomais se tornaram populares pelo fato de
ocorrerem em todos os organismos, possuirem a mesma funcdo em todos eles e
apresentarem alto grau de conservacd@o e grande nUmero de cépias. O
desenvolvimento da PCR e de técnicas de sequenciamento tém consolidado o papel
dos genes ribossomais na filogenia e, atualmente, milhares de seqiéncias do 16S
rRNA estdo disponiveis em banco de dados. Avaliando a diversidade genética de
rizébio por padrées de restricio do 16S rDNA ou por Polimorfismo de fragmentos
obtidos por enzimas de restricdo-PCR/RFLP (Massol-Deya et al., 1995) em amostras
de solo de diferentes sistemas de uso da terra na Amazénia, Pereira (2000) verificou
que este método foi menos discriminatério dos isolados de rizébio que a andlise
fenotipica por padrdo de proteina total e, portanto, ndo indicado nestes estudos de
levantamento de diversidade. Portanto, independentemente das técnicas empregadas,
os resultados sempre devem ser interpretados com ressalvas.

Procedimentos complementares tém sido atualmente utilizados para separar
os produtos originados por PCR, e entre estes, destacam-se a eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE) (Muyzer et al., 1993) e de gradiente térmico (TGGE)
(Smit et al., 1999). Estas técnicas permitem a separacdo de produtos de mesmo
tamanho, mas com seqiéncias diferenciadas de nucleotideos, originando perfis que
se relacionam & comunidade microbiana do solo. No entanto, os produtos amplificados
ndo necessariamente correspondem a uma determinada espécie, os métodos de
extracdo variam quanto & eficiéncia e, comparado & bactéria, hd poucos estudos
envolvendo eucariotos, o que limitam as informacées disponiveis (Hill et al., 2000).
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Também, técnicas de hibridizacdo in situ t8m sido utilizadas, auxiliando a
identificacdo e quantificacdo de grupos taxondmicos especificos ou gerais de
microrganismos no ambiente (Amann et al., 1995; Kenzaka et al., 1998). As células
sGo fixadas e regides especificas do DNA como 16S ou 23S rRNA séo hibridizadas
com sondas oligonucleotidicas marcadas com compostos fluorescentes ou néo, e
avaliadas em microscépios devidamente equipados. Este método permite a deteccdo
de microrganismos em vdrios niveis taxonémicos, ndo necessita de isolamento
prévio, permite observacdo tridimensional do microrganismo no ambiente (Kirchhof
et al., 1997) e garante quantificacdo com grande precisdo. No entanto, para ser
detectada, a célula microbiana deve ser metabolicamente ativa e estar em
densidade suficiente para a hibridizacdo. Segundo Hill et al. (2000), esta técnica
é considerada poderosa ferramenta no estudo de dindmica de populacdes, durante
a recuperacdo de dreas degradadas ou biorremediacéo, podendo ser
complementada com o cultivo em meios de cultura definidos (ver subitem 4.2.1).

Diversidade microbiana funcional

A diversidade funcional compreende a diversidade das atividades microbianas
no solo, sendo que a dindmica da comunidade microbiana estd diretamente
relacionada ao funcionamento de um ecossistema antes ou apds uma perturbacéo
(Kennedy, 1999). O direcionamento da recuperacdo de um sistema impactado serd
determinado por grupos funcionais importantes. Como |4 apresentado, os
microrganismos do solo constituem uma fonte e dreno de nutrientes em todos os
ecossistemas e t&ém papel fundamental na decomposicéo da serapilheira e ciclagem
de nutrientes, estrutura do solo, fixacdo bioldgica de N , associacdes micorrizicas,
controle biolégico de fitopatégenos e outras alteracdes’ nos atributos do solo que
influenciam o crescimento vegetal (Kennedy & Smith, 1995). Tais microrganismos séo
um dos indicadores disponiveis mais sensiveis e a maioria é Util em classificar sistemas
degradados ou contaminados, uma vez que a diversidade pode ser afetada
rapidamente em funcdo de estresses no ecossistema. No entanto, a utilizacdo de
microrganismos e sua funcionalidade para a avaliagéo de estresses ambientais e
reducéo da diversidade biolégica necessitam de estudos mais conclusivos.

A utilizacdo de substrato é considerada a chave para a sobrevivéncia,
crescimento e competitividade de microrganismos no solo. A grande faixa de compostos
disponiveis ao metabolismo e as exigéncias especificas dos microrganismos fizeram
com que se testasse a utilizacdo de diferentes substratos como fator de discriminacdo
e identificacdo de microrganismos. Os padrées de utilizacdo de diferentes substratos
como fontes de C séo a base do sistema BIOLOG (Zak et al., 1994; Heuer & Smalla,
1997). A capacidade dos microrganismos utilizarem ou néo estes substratos pode
revelar a estrutura da comunidade microbiana do solo e indicar a diversidade funcional
destes microrganismos. Ha algumas consideracdes quanto & utilizacdo deste método
para a andlise da comunidade microbiana. Apesar de possibilitar o estudo da
comunidade microbiana sem a obtencdo de isolados e testar diferentes substratos de
uma Unica vez, ndo se sabe, cerfamente, se a resposta & utilizacdo do substrato é
devido o crescimento répido de alguma espécie microbiana ou & elevada densidade
de espécies adicionadas ao meio (Konopka et al., 1998). Este fato se deve & diluicdo da

206



Quantificacdo microbiana
da qualidade do solo

amostra antes da inoculac@o nos respectivos meios. Segundo Hill et al (2000), a densidade
do inéculo inicial, em termos de células metabolicamente ativas, deve ser padronizada, o
que pode ser feito por meio de corantes vitais combinado com microscopia de
epifluorescéncia. No entanto, os substratos encontrados comercialmente para utilizagéo
desta técnica ndo sd@o importantes ecologicamente e a maioria néo reflete a diversidade
de substratos encontrados no ambiente (Konopka et al., 1998). A quantidade de dados,
aliada & dificuldade de andlise e interpretacdo dos resultados, podem ser consideradas
outras desvantagens que devem ser consideradas. Por este método, Baath et al. (1998)
avaliaram o efeito dos metais Cu, Ni e Zn na microbiota do solo e né&o observaram
diferencas significativas na diversidade funcional, indicando que, apesar de poder haver
alteracdo da composicdo de espécies no solo, a funcionalidade com relagdo ao
metabolismo de fontes de C néao foi alterada. Como todos os métodos biolégicos
apresentam muitas vantagens e deficiéncias, recomendando-se utilizé-lo juntamente com
outros métodos no monitoramento da diversidade funcional de microrganismos do solo.

Outro método de se avaliar a qualidade do solo é pelo estudo da diversidade
funcional ou funcionalidade de grupos microbianos especificos. A atividade de
microrganismos como os diazotréficos e fungos micorrizicos arbusculares (MAs) apresentom
grande potencialidade de utilizacdo como indicadores da qualidade do solo em dreas
degradadas (Visser & Parkinson, 1992; Turco et al., 1994), pela participacdo nos ciclos
biogeoquimicos e incorporac@o de nitrogénio, otimizagao da utilizacdo de nutrientes pelas
plantas, contribuicdo ao processo de agregacao do solo e sustentabilidade do solo (Siqueira
et al., 1994; Franco & Faria, 1997; Smith & Read, 1997; Moreira & Siqueira, 2002).
Apresentam alta sensibilidade a variagdes quimicas, fisicas e biolégicas no solo, normalmente
provocadas por atividades antropogénicas, além de altas correlacdes com as funcées
benéficas do solo (Brockwell et al., 1995; Kling & Jakobsen, 1998; Doran & Zeiss, 2000).
Assim, a funcionalidade destes grupos microbianos afeta diretamente a qualidade e a
fertilidade do solo e contribui para o funcionamento dos ecossistemas (Brookes, 1995).

Avaliando a reabilitacdo de solos de mineracéo por meio de atributos
relacionados & nodulacéo de plantas-isca e propdgulos de fungos MAs, Melloni et al.
(2003 e 2006) verificaram, apesar da variacdo na sensibilidade, grande potencial de
utilizag@o do nimero e atividade de nédulos, micélio extrarradicular total e nimero de
esporos de fungos MAs como indicadores microbiolégicos da reabilitacdo. Caldas et
al. (2004), comparando dreas degradadas e ndo degradadas, no sul de Minas Gerais,
verificaram que o atributo ndmero de esporos de fungos MAs foi considerado bom
indicador, apesar do nimero nas dreas degradadas ser quase 2,5 vezes superior
aquele obtido nas ndo degradadas, mostrando que muitos estresses ambientais podem
estimular a esporulacéo de diferentes espécies de fungos MAs.

No entanto, Weissenhorn et al. (1995) ndo obtiveram correlacéo entre nimero de
esporos desses fungos e exposicdo a doses crescentes de lodo de esgoto contaminados por
metais pesados, mostrando que este atributo microbiolégico néo se comportou como um
bom indicador. Em solos de mineracéo, atributos como atividade da nitrogenase, micélio
extrarradicular ativo, colonizacdo micorrizica, diversidade de fungos MAs e densidade de
diazotréficos endofiticos ndo foram sensiveis em discriminar o efeito da reabilitacéo, e néo
forom recomendados como indicadores microbiolégicos (Melloni et al., 2003 e 2006).

207



Rogério Melloni

Andlises de agrupamento e de componentes principais mostraram que as dreas
revegetadas com bracatinga e gramineas, em diferentes idades de reabilitacéo,
apresentaram estado microbiolégico mais préximo das dreas consideradas como
referéncia. Assim, comparando-se valores microbiolégicos ou bioquimicos de solos
degradados com aqueles ndo degradados de uma mesma regido (fixando os efeitos
do relevo, material de origem e tipo de solo), pode-se estimar o déficit atual da
funcionalidade de grupos microbianos de interesse e tomar as medidas necessdrias
para recuperar a funcdo dos microrganismos do solo e contribuir para a sua
sustentabilidade.

Caldas et al. (2004), em solos de dreas degradadas e ndo degradadas,
verificaram que os atributos indice de colonizacéo micorrizica (percentual de colonizagdo
por segmento de raiz) e porcentagem de colonizacé@o micorrizica (percentual total de
colonizacéo) néo foram considerados bons indicadores de recuperacéo, visto a pouca
variacdo encontrada entre as raizes coletadas in situ nessas dreas. Resultados
semelhantes foram obtidos por Theodoro et al. (2003), comparando solos sob mata
nativa e agroecossistemas cafeeiros pelo atributo microbiolégico carbono da biomassa
e colonizacdo micorrizica.

A diversidade funcional também vem sendo estudada por métodos baseados
em atividades enzimdticas especificas (4-glicosidase, urease, fosfatase alcalina e aril
sulfatase), conforme trabalhos de Tabatabai (1994) e Carneiro (2000). A atividade
enzimdtica do solo exerce um importante papel na sustentabilidade e funcionalidade
do ecossistema pois é fundamental para catalisar inGmeras reacdes necessarias para
a manutencéo da atividade microbiana, decomposicéo de residuos orgénicos,
ciclagem de nutrientes e formac@o de matéria orgénica do solo (Dick et al., 1996b).
Carneiro (2000), estudando solos de mineracéo em diferentes estdgios de recuperacéo,
verificou que as atividades de &-glicosidase, fosfatase dcida, urease e hidrélise de
diacetato de fluoresceina foram severamente afetadas pela mineracdo. No entanto,
as mais sensiveis em discriminar as diferentes dreas foram a é-glicosidase e aquelas
relacionadas & hidrélise do diacetato de fluoresceina.

s

E importante salientar que a quantificacdo microbiana da qualidade do
solo gera muitos dados microbiolégicos e bioquimicos, o que pode dificultar a
interpretacdo dos reais resultados. Para evitar ou amenizar tais problemas, podem
ser empregadas andlises de agrupamento das dreas em dendrogramas de
similaridade ou de componentes principais. Enquanto a primeira agrupa dreas
similares do ponto de vista microbiolégico ou bioquimico estudado, a Ultima técnica
é freqUentemente utilizada para reduzir o nimero de varidveis totais, tornando a
andlise dos dados mais eficiente e mantendo a maioria ou todas as informacdes
originais. Exemplos destas metodologias podem ser obtidos em Melloni (2001),
Caldas et al. (2004), Nascimento & Melloni (2005) e Silveira et al. (2006). Em
todos esses trabalhos, dreas degradadas apresentaram baixa similaridade com
aquelas néo degradadas, do ponto de vista microbiolégico e bioquimico, sendo
as primeiras separadas espacialmente daquelas ndo degradadas, conforme
demonstrado na Figura 6.
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Figura 6. Andlise de componentes principais para: a) afributos avaliados: matéria seca da parte aérea de
feijoeiro (MSPA), PRAIZ (peso de raizes frescas de feijoeiro), PNOD (peso de nédulos frescos), NNOD
(ntmero de nédulos por planta), TOTISOL (total de isolados de rizébio), HRIZOB (indice de diversidade
de rizébio), CM (colonizacdo micorrizica de feijoeiro), ICM (indice de colonizacdo micorrizica de
feijoeiro), ESPTOT (ndmero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares em amostras de solo in situ,
de dreas degradadas (R1, R2 e R3) e néo degradadas (N1, N2 e N3), em ltajub4/MG, no inverno); b)
atributos microbiolégicos: solubilizadores de fosfato (SOL-P), densidade de fungos (NFUNGOQOS), den-
sidade de bactérias (NBACTERIAS) e bioquimicos (ATIVIDADE, C BIOMASSA), nas mesmas dreas.
FONTE: Caldas et al. (2004) e Silveira et al. (2006).

8. Consideracdes Finais

Os efeitos de prdticas agricolas como cultivo, rotacéo de culturas, fertilizacéo
e irrigacdo em atributos fisicos e quimicos do solo séo bem documentados. No entanto,
pouco ¢é estudado sobre as alteracdes na microbiota do solo, suas atividades
bioquimicas e o impacto destas na produtividade e sustentabilidade de sistemas.

A atividade da microbiota do solo é largamente responsdvel pelas
transformacées de nutrientes nos solos e por um grande nimero de propriedades
fundamentais como fertilidade e estrutura. Mudancas na atividade destes
microrganismos podem ser um indicativo de, ou ser extremamente sensivel a, mudancas
na qualidade do solo. Deste modo, populacdes de microrganismos-chave do solo
como os diazotréficos e fungos micorrizicos e, ou, processos bioguimicos mediados
pela microbiota séo bioindicadores sensiveis de mudancas na qualidade do solo e
podem ser utilizados na predicéo de problemas ligados & degradacdo do solo e &
reducdo da produtividade. A selecdo de microrganismos ou grupos de microrganismos
para utilizar como bioindicadores deve ser criteriosa, respeitar os recursos disponiveis
e os objetivos especificos do programa de recuperacéo do solo degradado. Porém,
estes indicadores da qualidade do solo devem ser utilizados em conjunto com outros
atributos fisicos e quimicos, j@ que a funcionalidade e sustentabilidade dos diversos
sistemas sdo governadas pela interacdo destes atributos.
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Atualmente, pesquisa e divulgacéo séo ainda necessdrias para identificar e
quantificar atributos fisicos, quimicos e biolégicos com potencial de utilizagdo como
indicadores da qualidade do solo em dreas degradadas. O desenvolvimento e, ou,
adaptacdo/simplificacdo de metodologias relacionadas & diversidade e, ou, seu papel
na funcionalidade do solo, aliado ao nimero crescente de pesquisadores brasileiros
dedicados a este estudo, certamente contribuirdo & melhor utilizacdo do sistema solo-
planta e & reducdo do ndmero de dreas degradadas.
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Capitulo 12

Micorrizas Arbusculares

e Metais Pesados

Marco Antonio NOGUEIRA (1)

1. Introdugéo

As micorrizas tém grande importancia ecolégica, visto que essas associacdes
constituem regra na natureza, enquanto que as plantas ndo micorrizicas, a excecdo. A
capacidade das plantas em estabelecer simbiose com fungos micorrizicos surgiu hé
cerca de 400 milhées de anos, quando iniciaram o processo de colonizacdo do
ambiente terrestre (Simon et al., 1993).

Desde a primeira publicacdo sobre a descricdo de uma associacéo micorrizica
por Frank em 1885, muitas pesquisas investigaram seu papel no contexto ecolégico e
fisiolégico das plantas. Embora a maioria dos trabalhos enfoque a absorcdo de nutrientes,
h& grande interesse no papel das micorrizas sobre o aumento da habilidade das plantas
se estabelecerem em ambientes naturais ou naqueles alterados pela ag@o antrépica
(Reid, 1990). Francis & Read (1994) destacam a importancia da presenca de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) sobre a estrutura e sucessé@o de comunidades vegetais
em decorréncia do seu grau de micotrofismo, isto ¢, sua dependéncia micorrizica. Além
disso, é importante avaliar quais os efeitos da atividade humana sobre a comunidade
de fungos micorrizicos nos habitats alterados, tanto quantitativa quanto qualitativamente.
Nesse Ultimo caso, os FMAs podem ser utilizados como indicadores dos efeitos da
alteracéo do ambiente causada pelo homem (Leyval et al., 1997).

As maneiras pelas quais os metais atingem o solo sGo as mais variadas, indo
desde sua ocorréncia natural no material de origem, até sua introducéo via atividade
agricola, minerac@o, indUstrias ou atividade urbana (Alloway, 1995).

O uso de fontes alternativas de micronutrientes, como lodos de tratamentos
biolégicos, composto de lixo urbano e alguns residuos industriais, pode contribuir
para a disseminacdo de metais indesejdveis ou mesmo de micronutrientes em doses

excessivas (Rodella & Alcarde, 2001).
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Hé dois aspectos a serem considerados nas interacées entre FMA e metais: o
primeiro diz respeito aos efeitos dos metais sobre a comunidade de FMAs e sua
toleréncia; o segundo, aos efeitos dos FMAs sobre a disponibilidade e transferéncia
de metais a seus hospedeiros (Leyval et al., 1997). Resultados de pesquisas indicam
que a presenca dos FMAs em ambientes contaminados por metais pode levar &
atenuacdo dos sintomas de toxicidade ou mesmo reduzir sua absorcéo excessiva pelas
plantas. Assim, os fungos micorrizicos podem auxiliar no estabelecimento de plantas
num ambiente desfavoravel, abrindo as perspectivas de seu emprego na recuperacéo
de dreas degradadas e contaminadas por metais em programas de fitorremediacdo
ou fitoestabilizacao.

2. Efeito dos Metais Sobre os Fungos Micorrizicos

Os metais no solo podem estar presentes como ions livres, complexos metdlicos
solUveis, trocdveis no complexo coloidal, ligados & matéria orgénica, precipitados ou
insolUveis na forma de éxidos, carbonatos e hidréxidos, ou ainda fazendo parte da
estrutura dos minerais primdrios e secundarios (Alloway, 1995). A toxicidade dos metais
depende de sua biodisponibilidade, definida como a capacidade de serem transferidos
de um desses compartimentos do solo para um organismo vivo (Leyval et al., 1997).
No caso dos FMAs, um efeito direto do excesso de metais é a inibicdo da germinacéo
dos esporos e do desenvolvimento inicial das hifas fngicas, o que pode atrasar ou
suprimir a formac@o da micorriza (Koomen et al., 1990; Del Val et al., 1999a). Andrade
et al. (2004) encontraram efeito inibidor do Pb sobre a colonizacéo radicular de soja
e producéo de esporos por Glomus macrocarpum. A colonizagéo radicular reduziu de
cerca de 35 para 20 %, enquanto que a producéo de esporos foi inibida em 70%
quando se adicionaram 600 mg dm "~ de Pb.

Plantas, assim como microrganismos, podem adquirir resisténcia a metais por
meio de mecanismos de exclusdo pela restricdo da absorcdo, ou ainda por mecanismos
de toleréncia, quando o organismo sobrevive na presenca de altas concentracoes
internas do metal (Baker, 1987). O mecanismo de exclusdo envolve a reducdo da
absorcé@o ou aumento do efluxo, formac@o de complexos extracelulares e liberacdo
de dcidos orgénicos. J& no mecanismo de toleréncia, os metais sdo quelados
intracelularmente por meio de sintese de ligantes como metalotioneinas, polifosfatos
e/ou compartimentalizacéo nos vactolos (Turnau et al., 1993; Leyval et al., 1997).

Um dos fatores eddéficos que mais afetam a disponibilidade de metais no solo
é o pH (Alloway, 1995). Valores de pH menores que 5 estdo associados ao aumento
da disponibilidade de muitos metais, o que pode resultar em efeitos deletérios tanto
para o FMA guanto para seu hospedeiro. Avaliando o efeito do Pb sobre a colonizacéo
micorrizica em soja sob duas condicées de pH (5,4 ¢ 6,5), Andrade et al. (2003)
observaram que a adicdo desse metal até 300 mg dm ™ somente teve efeito deletério
sobre a colonizacdo micorrizica no menor valor de pH, o que foi atribuido & maior
disponibilidade do metal nessa condicdo. Entretanto, o sucesso do estabelecimento
de plantas em solos dcidos varia com o isolado de FMA a ela associado € com o pH
do solo, o que indica a adaptacgdo dos isolados de FMA as diferentes condicoes
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eddficas. Extensa revisGo sobre efeitos do pH sobre FMAs e seus hospedeiros é
apresentada por Clark (1997).

Os mecanismos de toleréncia a metais pelos FMAs néo foram ainda elucidados
(Leyval et al., 1997), porém tem sido observado que isolados provenientes de sitios
contaminados por metais sGo mais resistentes quando expostos & mesma situacdo
(Weissenhorn et al., 1993; 1994; Del Val et al., 1999a; Tullio et al., 2003; Malcova et
al., 2003). Tullio et al. (2003) observaram que a pré-exposicdo de um isolado de
fungo micorrizico arbuscular ao Cd fez com que este atingisse maiores niveis de
colonizacéo radicular e esporulacéo quando exposto novamente ao Cd. Por outro
lado, quando um isolado de Glomus, proveniente de sitio contaminado por Mn, foi
multiplicado em solo ndo contaminado, o fungo micorrizico apresentou menor
tolerncia ao excesso do metal num cultivo subseqiiente (Malcové et al., 2003). Uma
observacdo interessante é o fato de que a tolerdncia de FMA a metais em alguns casos
ndo é metal-especifica. Por exemplo, esporos provenientes de locais contaminados por
Cd apresentaram tolerancia quando expostos a altas concentracdes de Zn, mas o mesmo
ndo ocorreu quando esporos isolados de local contaminado por Zn foram expostos a
Cd (Weissenhorn et al., 1994). Assim, FMA isolados em diferentes solos diferem quanto
a sua susceptibilidade ao excesso de metais por mecanismos de tolerdncia especificos
e ndo especificos, adquiridos nas situacdes de exposicdo ao metal ao qual foi submetido.
Esse comportamento foi primeiramente relatado por Gildon & Tinker (1983), embora
os autores ndo tenham avaliado o efeito direto dos metais sobre os esporos, mas
apenas sobre a capacidade dos FMAs colonizarem seus hospedeiros. Esses autores
comprovaram ainda, por um aparato que permitiu fornecimento de excesso de Zn
apenas & metade do sistema radicular, que a concentracéo excessiva de Zn nas raizes
do hospedeiro foi o fator limitante da colonizacdo pelo FMA, visto que a outra metade
das raizes que ndo recebeu Zn também teve sua colonizagdo severamente diminuida.
Joner & Leyval (1997) denominaram o micélio externo do FMA de “a parte robusta
da simbiose”, uma vez que o aumento da concentracdo de Cd no substrato foi menos
limitante ao desenvolvimento do micélio externo do que ao desenvolvimento interno
as raizes. E preciso salientar que o micélio que se desenvolveu no solo contaminado
foi originério de esporos localizados num compartimento contendo solo sem adigéo
de Cd, portanto sem o possivel efeito sobre a germinacdo e crescimento dos mesmos.
De modo contrdrio, Andrade et al. (2005) observaram que a adi¢éo de Cd a solucéo
de cultivo ndo alterou os niveis de colonizacéo radicular, mas causou diminuigéo do
micélio externo em cerca de 25%.

Os efeitos da exposicéio a metais sobre os fungos micorrizicos variam com o
metal. Em solo contaminado por Zn e Cd, plantas de Agrostis capillaris apresentaram
colonizacéo micorrizica da ordem de 40%, enquanto que em solo contaminado por
Cu, a colonizacéo das raizes foi quase ausente, o que sugere maior efeito fungicida
do Cu (Grifficen et al., 1994). Weissenhorn et al. (1995) também observaram indices
de colonizacéo radicular de plantas de milho da ordem de 40% em solos cuja
concentracdo de Cd, Zn e Pb estavam acima do limite aceitdvel pela Comunidade
Européia. Nao houve correlacdo entre os teores de metais no solo e na planta com a
porcentagem de colonizagdo micorrizica e nem com o nimero de esporos, o que
sugere que a comunidade nativa de FMAs estava adaptada aquela situacéo.
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No entanto, o nimero de esporos e a riqueza de espécies de FMA
correlacionaram-se negativamente com o aumento da disponibilidade de Zn e Cu
em um solo que recebeu residuo da mineracéo de Zn em Minas Gerais (Klauberg-
Filho et al., 2002). Nesse caso, houve dominancia de espécies, principalmente dos
géneros Acaulospora e Scutellospora, supostamente mais adaptadas ao excesso de
metais. Da mesma forma, Del Val et al. (1999b) também observaram que, enquanto
algumas espécies de FMA quase desapareceram com o aumento da poluicéo do
solo por Zn e Cd, outras se mantiveram, mas, a niveis intermedidrios de poluicéo, a
diversidade de espécies aumentou. Segundo os autores, esse comportamento pode
ser atribuido ao fato de que alguns ecotipos mais susceptiveis ao excesso de metais
passam a ser substituidos por outros mais tolerantes, mas menos competitivos nas
condi¢des em que ndo hd excesso.
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Figura 1. Variacdo percentual da germinacéo dos esporos de fungos micorrizicos arbusculares de acordo
com doses de Mn adicionadas ao substrato, em relacéo ao tratamento sem adicdo de Mn (Fonte:
Cardoso et al., 2002).

As diferentes espécies de FMA ndo sdo afetadas igualmente pela presenca de
metais (Del Val et al., 199%9a). No caso especifico do Mn, enquanto a germinacéo
dos esporos de algumas espécies é drasticamente inibida, a de outras pode ser
estimulada, dentro de certos limites (Cardoso et al., 2002) (Figura 1). Bartolome-
Esteban & Schenck (1994) observaram comportamento semelhante quanto &
germinacdo de esporos dos géneros Gigaspora, Scutellospora e Glomus, ou seja,
pouca sensibilidade dos dois primeiros géneros e forte inibicdo do Ultimo, quando
expostos a solos com saturacdes crescentes de aluminio. Entretanto, houve variacdo
interespecifica, com maior ou menor susceptibilidade de cada espécie ao aluminio,
como no caso da espécie Glomus manihotis, que, mesmo sob alta saturacéo de Al,
apresentou altos niveis de germinacéo dos esporos. Os autores sugerem que a toleréncia
ao aluminio pode ser um importante fator a ser considerado na selecdo de FMAs a
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serem utilizados em solos dcidos. E preciso ressaltar que o fato de os esporos
apresentarem tolerdncia a metais em condicdes axénicas, ndo reflete necessariamente
o que pode ocorrer nas condicdes naturais (Malcova et al., 2003), frente &
complexidade de fatores que influenciam no processo de germinacdo dos esporos,
crescimento micelial e eficiéncia da interacdo. Por exemplo, algumas bactérias do
solo podem estimular a germinacéo dos esporos e o crescimento do micélio externo
(Alten et al., 1993) ou ainda complexar metais (Scot & Palmer, 1990), mitigando o
efeito adverso sobre os FMAs e seus hospedeiros. Os exsudatos radiculares também
podem ter papel protetor contra o excesso de metais sobre fungos micorrizicos. Malcové
& Gryndler (2003) encontraram efeito inibitério de Cd e Mn sobre o crescimento de
hifas de fungos micorrizicos, mas esse efeito foi suprimido na presenca de exsudatos
provenientes de raizes de milho. Os autores atribuiram esse fato & quelacdo dos metais
pelos compostos orgdnicos presentes nos exsudatos.

3. Mecanismos Envolvidos na Atenuacdo da Toxicidade de Metais
a Plantas Micorrizadas

Embora a maioria das plantas seja micotréfica, muitos dos relatos na literatura
sobre a toleréncia de plantas a metais séo baseados em experimentos realizados em
solucdo nutritiva, portanto sem micorrizacéo, e, quando séo realizados a campo, ndo
consideram o endéfito como um fator de contribuicdo (Bethlenfalvay & Franson, 1989).

Os efeitos dos FMAs sobre a atenuacdo da toxicidade causada pelo excesso
de metais em plantas nem sempre s@o claros. Sob alta disponibilidade, alguns
resultados indicaram que houve reducdo da concentracdo de metais na parte aérea
de plantas micorrizadas (Diaz et al., 1996; Weissenhorn et al., 1995), enquanto que
outros indicaram o contrério (Killham & Firestone, 1983; Weissenhorn & Leyval, 1995;
Guo etal., 1996). Weissenhorn et al. (1995) observaram que a micorrizacéo resultou
em aumento da biomassa das plantas de milho e diminuicdo nos teores de Cd, Cu,
Zn e Mn na parte aérea e raizes. Ja Dehn & Schiepp (1989) observaram diminuicéo
nos teores de Cd e Zn na parte aérea de plantas de alface micorrizada cultivadas sob
altos niveis desses metais, mas houve aumento da concentracdo nas raizes, sugerindo
a refencdo do excesso desses metais nessa regido. De fato, Guo et al. (1996)
encontraram maior concentracdo de Cd nas raizes de plantas micorrizadas, mas esse
efeito nem sempre resultou em protecéo da parte aérea contra o excesso do metal.
No entanto, o Ni foi, em alguns casos, diminuido na parte aérea e aumentado nas
raizes. Maior actmulo de Cd em raizes de plantas micorrizadas também foi observado
por Camneiro et al. (2001) e Andrade et al. (2005). Nesse Gltimo caso, os autores
observaram que os efeitos sobre o acimulo de Cd nas raizes dependeram da espécie
do fungo micorrizico. Joner & Leyval (1997) concluiram que o micélio externo do FMA
pode transportar Cd do solo para as raizes, mas a transferéncia para a parte aérea
foi restringida, fato atribuido & imobilizacdo do metal pela biomassa fungica nas
raizes. Trindade et al. (1996) também observaram que a micorrizacéo de plantas de
milho adubadas com composto de lixo urbano contendo metais pesados levou &
menor absorcdo de Mn e Cd.
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A presenca de micorriza reduziu as concentracdes de Zn, Cd e Mn quando a
concentracdo desses metais no solo era alta, e aumentou quando as plantas
micorrizadas foram cultivadas em condicées de baixa disponibilidade, concluindo-se
que a maior ou menor absorcdo de metais pelas plantas micorrizadas depende dos
teores disponiveis inicialmente (Heggo et al., 1990). Resultado semelhante foi observado
por Dehn & Schilepp (1989) com relacdo ao Zn. Diaz et al. (1996) observaram efeito
parecido, mas que nem sempre se repetiu, visto que o funcionamento da simbiose no
que se refere & protecdo do hospedeiro contra excesso de metais pelos FMAs depende,
dentre outros fatores, da interacdo fungo-planta e da interacdo desses com o ambiente
(Nogueira & Cardoso, 2003). Sob esse aspecto, Weissenhorn & Leyval (1995) afirmam
que a inferacdo entre FMA, planta e metal depende da combinagéo de fatores que
influenciam o desenvolvimento do hospedeiro e do endéfito e a disponibilidade do
metal. Além disso, fatores indiretos relacionados ao crescimento da planta, como o
balanco entre a nutricdo por P e o dreno de C que o fungo exerce sobre seu hospedeiro,
podem direcionar o resultado da simbiose (Hildebrandt et al., 1999), podendo, inclusive,
agravar os efeitos negativos (Medeiros et al., 1995; Nogueira & Cardoso, 2003).

Outro aspecto importante é a origem do FMA em estudo. Houve maior eficiéncia
micorrizica em promover o crescimento das plantas cultivadas sob alta disponibilidade
de metais quando o FMA foi isolado de locais contaminados por metais (Gildon &
Tinker, 1983; Shetty et al., 1995; Diaz et al., 1996; Guo et al., 1996; Hildebrandt et
al., 1999). Nos trabalhos de Shetty et al. (1994; 1995), entretanto, o in6culo de FMA
considerado resistente a metais, isolado de local contaminado, diferiu quantitativa e
qualitativamente quanto & ocorréncia de espécies de FMA no inoculo- controle,
proveniente de local ndo contaminado. Isso pode comprometer a interpretacéo dos
resultados. Dessa forma, nesse tipo de estudo, é importante que se utilizem inéculos
equivalentes, com a Unica diferenca entre eles o fato de terem sido produzidos na
presenca (ou excesso) e na auséncia de um determinado metal pesado.

Conforme Leyval et al. (1997), o uso de propdgulos de FMA néo origindrios
de locais contaminados por metais limita a interpretagéo dos resultados sobre os
efeitos do excesso de metais sobre a planta micorrizada e o préprio endéfito. A falta
de resposta & micorrizacdo por mudas de espécies arbéreas & medida que se aumentou
a proporcdo de solo contaminado por Zn e Cd nos experimentos de Siqueira et al.
(1999b) pode estar relacionada ao fato de que esses autores utilizaram propdagulos
de FMA provenientes de vaso de multiplicacéo, ndo expostos previamente & condicdo
de excesso de metais. Ainda assim, as plantas micorrizadas, em condicdes de menor
contaminacéo do solo por metais, foram favorecidas quanto ao seu crescimento, jé
que, em geral, apresentaram menores teores desses metais na parte aérea. Em outro
trabalho, Siqueira et al. (199%9a) observaram que a aplicacdo de formononeting,
estimulante da colonizacdo micorrizica, favoreceu a absorcéo de Fe e diminuiu a
absorcé@o de Zn por plantas de milho, sugerindo que esse pode ser um mecanismo
pelo qual essa substancia propiciou atenuacdo da toxicidade de Zn. Zn e Fe apresentam
relacdes antagénicas entre si (Alloway, 1995) e, nesse caso, a maior micorrizacéo,
estimulada pela formononetina, pode ter aumentado a absorcéo de Fe pelas plantas
(Caris et al., 1998) em detrimento & de Zn. Néo houve efeito dessa substancia sobre
a absorcéo de Cd pelas plantas.
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A presenca do FMA pode funcionar como um atenuador dos efeitos da
disponibilidade de metais tanto em altos quanto em baixos teores (Leyval et al., 1997),
como no caso do Mn, Fe, Zn e Cu, os quais sdo nutrientes de plantas, mas que em
excesso podem levar & toxicidade. O fato de que, em alguns casos, cerfos metais t&m
sua absorcdo aumentada, enquanto que em outros, diminuida, sugere que o efeito
dos FMAs sobre a absorcéo de metais pesados pelas plantas é metal-especifico e
dependente da concentracéo no solo (Kaldorf et al., 1999).

Os mecanismos de tolerancia das plantas a metais foram discutidos por Marschner
(1995), e incluem ligacdes & parede celular, aumento do efluxo e/ou reducéo do influxo,
compartimentalizagéo nos vactolos e quelacdo no citoplasma. Esses mecanismos podem
ser comparéveis aos mecanismos microbianos de tolerncia (Leyval et al., 1997). Existem
vérias diferencas entre plantas no que se refere a capacidade de acimulo de metais
pesados (Brooks et al., 1998). Algumas espécies, ou mesmo variedades dentro da
mesma espécie, apresentam fitoquelantes, que podem reter os metais em excesso no
citoplasma. Tal fato pode explicar alguns resultados controvertidos quanto & presenca
de micorriza (Leyval et al., 1997), visto que maiores niveis dessas substéncias séo
encontrados em plantas com maior toleréncia a metais pesados (Brooks et al., 1998). A
dependéncia micorrizica da espécie estudada também pode estar relacionada com os
efeitos da micorrizacéo sobre a resisténcia das plantas ao excesso de metais. Plantas
micotréficas retiveram mais Zn no sistema radicular que as micotréficas facultativas, o
que pode contribuir para explicar resultados inconsistentes quanto & alteracéo da
translocacéo de metais em plantas micorrizadas (Shetty et al., 1994).

A maior toleréncia a Zn e Pb das plantas estudadas por Diaz et al. (1996) foi
parcialmente atribuida & maior absorcéo de P pelas plantas micorrizadas. Enquanto uma
espécie de FMA propiciou maior crescimento das plantas sob excesso de Pb e Zn, por
diminuir suas concentracdes e aumentar as de P na parte aérea, a outra propiciou maior
absorcéo de P mas também de Pb e Zn. Mesmo assim, houve efeito positivo sobre o
crescimento das plantas. O aumento da relagdo P/Zn pela maior absorcéo de P nas
plantas micorrizadas também foi observado por Shetty et al. (1995), o que propiciou
maior crescimento das plantas, resultado da maior tolerdncia ao excesso de Zn. De forma
semelhante, Andrade et al. (2004) observaram que a adicéo de até 300 mg dm” de Pb
ao solo cultivado com soja causou efeito negativo & producéo de biomassa das plantas
micorrizadas. Esse efeito foi atribuido ao fato de que o metal foi mais prejudicial ao FMA
associado, o que impediu que a planta se beneficiasse da simbiose & medida que as
doses do metal aumentaram. Mesmo assim, as plantas micorrizadas tiveram maior
producdo de biomassa que as ndo micorrizadas, o que foi atribuido & melhoria de seu
estado nutricional com relag@o ao P Em outro trabalho, Andrade et al. (2005) observaram
atenuacdo da toxicidade de Cd em feijdo-de-porco na maior dose de P fornecida em
hidroponia, sugerindo que o P pode atuar como um tampdo quanto aos efeitos adversos
do Cd. Como um dos principais efeitos da micorriza arbuscular é o aumento da absorcao
de P pelas plantas, esse pode ser um dos mecanismos pelos quais a toxicidade por metais
pode ser atenuada em plantas micorrizadas. De fato, a toxicidade de Mn foi diminuida
tanto em plantas de soja micorrizada quanto em plantas ndo micorrizadas que receberam
dose extra de P (Nogueira et al., 2004). Apesar disso, as concentracdes de Mn diminuiram
apenas nas plantas micorrizadas, sugerindo que diferentes mecanismos podem estar
envolvidos na atenuacdo da toxicidade por esse metal.
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Apesar de os mecanismos de protecdo a metais ndo estarem elucidados, Galli
et al. (1994) sugeriram que pode haver retencéo de metais pesados no micélio dos
FMAs por meio de adsorcéo & parede celular, bem como a fixacdo em grénulos de
polifosfato. Dessa forma, a abundéncia do micélio externo produzido pelo FMA pode
ser importante na sua habilidade em proteger a planta contra o excesso de metais
(Diaz et al., 1996). A diminuigéo da translocagéo de Cd da raiz para a parte aérea
das plantas micorrizadas, constatada pelo aumento da relag@o raiz/parte aérea quanto
a concentracdo de Cd, sugere uma barreira no transporte desse metal atribuivel &
retencdo interna dos cdtions metdlicos pelo micélio fungico (Joner & Leyval, 1997).
Kaldorf et al. (1999) constataram que o micélio de FMA colonizando raizes de milho
sob excesso de metais continha maior concentracdo de metais do que as células do
cértex da planta, sugerindo maior afinidade pelas hifas fungicas, as quais funcionam
como um “filtro” do excesso de metais. Esses resultados coincidem com outro estudo
de localizacdo de metal no interior de raizes micorrizadas de Pteridium aquilinum, que
demonstrou o acimulo de metais pesados dentro das hifas internas, principalmente
em materiais ricos em fosfato no interior dos vactolos (Turnal et al., 1993). O P pode
afetar diretamente a desintoxicacdo por Zn nas plantas pelo seqiestro do Zn pelo
d4cido fitico (van Stevenink et al., 1987) ou ainda indiretamente por propiciar energia
metabdlica (ATP) para a compartimentalizacdo do Zn nos vactolos (Davies et al.,
1991). Estudo recente também demonstrou que a glomalina, uma glicoproteina
produzida pelos fungos micorrizicos, tem acéo quelante sobre metais, diminuindo sua

disponibilidade (Gonzalez-Chavez et al., 2004).

Joner et al. (2000) demonstraram que o micélio externo de FMA tem alta
capacidade de adsorver metais devido & sua alta CTC e que, nesse caso, o
micélio extraido de um isolado tolerante a metais teve maior capacidade de
adsorcdo em comparacdo ao micélio proveniente de um isolado de FMA néo
adaptado as condicées de alta disponibilidade de metais. O micélio] externo de
FMA também tem alta capacidade de adsorcéo de Cu (até 14 mg g de micélio
seco) (Gonzalez-Chavez et al., 2002). Entretanto, essa caracteristica néo teve
relacdo com a origem dos FMAs quanto & contaminacdo por Cu, mas variou
com a espécie do endéfito. Resultados semelhantes foram relatados por Chen et
al. (2001), que observaram maior concentracéo de Cu e Zn no micélio externo
dos FMAs quando comparada & dos tecidos da parte aérea e raizes das plantas.
Segundo Leyval et al. (1997), deve-se dar mais atencdo ao micélio externo dos
FMAs. Seus efeitos quanto aos mecanismos de atenuacéo da toxicidade de metais
em plantas nGo parecem estar restritos apenas a mecanismos de adsorgé@o
eletrostdtica & parede celular dos fungos, mas também a mecanismos
relacionados & absorcao pelas hifas e tfransporte para o hospedeiro, dependentes
do metabolismo celular. Zhu et al. (2001) sugeriram que a menor concentracéo
de Zn encontrada em plantas micorrizadas cultivadas em solo com excesso desse
metal foi devida & supressdo de genes da planta que controlam a absorcéo de
Zn, mediada pela presenca do FMA. No entanto, Repetto et al. (2003) observaram
que a micorriza modula a expressdo de genes responsdveis por proteinas
relacionadas ao estresse de Cd em ervilha, como a inducdo de proteinas
transmembranicas envolvidas na compartimentalizacdo do Cd nos vactolos.
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Embora os isolados de FMA possam diferir quanto a sua capacidade de
absorver e transportar metais pesados para seus hospedeiros, principalmente
aqueles provenientes de locais contaminados (Guo et al., 1996; Hildebrandt et
al., 1999), alguns resultados indicaram que nem sempre esses isolados s@o eficientes
em proteger seus hospedeiros (Shetty et al., 1994; Weissenhorn et al., 1995;
Weissenhorn & Leyval, 1995). Hildebrandt et al. (1999) atribuem essas diferencas
ao fato de que os experimentos sdo realizados em condicdes distintas e que as
plantas sdo avaliadas em diversas fases de desenvolvimento, s vezes precoces
demais para a planta auferir os beneficios da simbiose micorrizica (Nogueira et
al., 2004). Outra hipétese, no caso de espécies perenes, é que as plantas sofrem
variacdes sazonais quanto & colonizacdo radicular (letswaarts et al., 1992), o que
pode alterar suas respostas & micorrizac@o.

A maior retencdo de Zn e Cd nas raizes de plantas de alface micorrizadas
observada por Dehn & Schilepp (1989) foi atribuida & complexacé@o desses metais
por metalotioneinas, que apresentam grupos SH, como a cistefna, constatada apenas
nas rafzes das plantas micorrizadas. Tais proteinas sdo conhecidas por regular a
concentracdo interna de metais, atenuando o excesso, por complexa-los nos grupos
tidis da cisteina. Galli et al. (1995) encontraram maior producéo dessas proteinas em
plantas micorrizadas, mas ndo comprovaram seu envolvimento na protecéo da planta
contra o excesso de Cu. As fitoquelatinas também séo proteinas ricas em grupos
tiélicos, com afinidade por metais (Khan et al., 2000). Aparentemente, as metalotioneinas
complexam os metais no citoplasma, enquanto as fitoquelatinas o fazem no processo
de compartimentalizacéo vacuolar do metal (Lee et al., 2004). Em plantas micorrizadas,
melhor nutridas, a producéo de fitoquelatinas pode ser aumentada, resultando num
efeito indireto da presenca de FMA sobre a toleréncia a metais (Dehn & Schiepp,
1989). Além disso, simbiontes como os FMAs podem alterar os padrées de exsudacdo
radicular de dcidos e quelantes orgénicos, o que pode se refletir na disponibilidade
de metais na rizosfera (Khan et al., 2000).

Outro aspecto, relacionado ao efeito da micorriza na diminuicéo da absorcéo
de metais por plantas, diz respeito as alteragcdes na comunidade microbiana da
(mico)rizosfera. Sabe-se que a presenca de micorriza altera quantitativa e
qualitativamente a comunidade microbiana (Olsson et al., 1988; Lindermann, 1988).
A producéo de polissacarideos extracelulares, os quais t8m capacidade de adsorver
metais em seus grupos negativamente carregados, encontrada em grande nimero de
microrganismos e raizes (Scot & Palmer, 1990), pode ser favorecida pela presenca de
micorriza (Weissenhorn et al., 1994). Dessa forma, o metal adsorvido fica impedido
de ser absorvido em excesso pela planta.

No que se refere ao Mn, Cardoso (1985, 1996) observou que a presenca de
micorriza diminuiu significativamente sua concentracéo na parte aérea de plantas de
soja, fato também observado por Bethlenfalvay & Franson (1989). Nogueira & Cardoso
(2000) verificaram que menores doses de P no substrato propiciaram maiores niveis
de colonizacéo radicular de soja pelos FMAs, o que coincidiu com a menor
concentracdo de Fe e Mn nas vagens. Comportamento semelhante foi relatado por
Colozzi-Filho & Siqueira (1986) em cafeeiro.
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Nesses casos, é possivel que tenha havido efeito indireto da micorrizacéo sobre
a absorcdo de Mn pela alteracdo da comunidade microbiana que atua na sua
disponibilidade por mecanismos de oxidagdo ou reducao bioldgica. Kothari et al.
(1991) verificaram que o ndmero de microrganismos redutores de Mn foi trinta vezes
menor na rizosfera de plantas micorrizadas, o que resultou em menor absorcdo do
metal pelas plantas. Nogueira & Cardoso (2002) obtiveram evidéncias de que os
mecanismos que regulam a disponibilidade e a absorcdo de Fe e Mn nas plantas
micorrizadas sé@o distintos, mas que hd o envolvimento da comunidade microbiana.
Enquanto para o Mn houve diminuicéo da disponibilidade no substrato e conseqiente
diminuicdo dos teores na parte aérea e raizes das plantas micorrizadas, para o Fe
houve aumento da disponibilidade no substrato e aumento do teor nas raizes, mas
diminuicdo na parte aérea. Esses efeitos, em geral, foram mais expressivos quando a
comunidade microbiana foi restabelecida no solo pela adicéo de um filtrado do solo
natural apds autoclavagem para eliminacdo dos FMAs nativos (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Fe e Mn disponiveis no substrato em que foram cultivadas plantas de soja micorrizadas e nédo
micorrizadas, com e sem o restabelecimento da comunidade microbiana nativa. Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste t a 5%. (Adaptado de Nogueira & Cardoso, 2002).
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Figura 3. Teores de Fe e Mn na parte aérea e raizes de plantas de soja cultivadas em substrato com alta
disponibilidade de Mn, micorrizadas e ndo micorrizadas, com (+filirado) e sem o restabelecimento da
comunidade microbiana nativa. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste t a 5%. (Adaptado de
Nogueira & Cardoso, 2002).

Outro fator que influencia a disponibilidade de Mn é a producéo microbiana de
ligantes organicos (Miyazawa et al., 1993). Em solo esterilizado, ndo hd producéo microbiana
de ligante orgénico e a disponibilidade de Mn aumenta. Quando a comunidade microbiana
é restabelecida, a producdo de ligantes causa a diminuicéo da disponibilidade do Mn.
Apesar de esse ser um mecanismo plausivel, no trabalho de Nogueira & Cardoso (2002) o
restabelecimento da comunidade microbiana somente resultou na diminuicdo da
disponibilidade de Mn na presenca de micorriza. Além da diminuicéo da disponibilidade de
metais por producdo de quelantes orgénicos, a atividade microbiana também pode alterar
sua disponibilidade por atuar no estado de oxidacdo dos metais. Nogueira (2001) obteve
correlacdes positivas entre o nimero de unidades formadoras de colénia (UFC) de bactérias
redutoras de Min no solo e a disponibilidade de Fe e Mn, enquanto que essa correlacdo foi
negativa quando se considerou o nimero de UFC de bactérias oxidantes de Mn (Figura 4).
Isso indica que esses metais 1m sua disponibilidade no solo regulada por processos de oxi-
reducdo. Dessa forma, se a presenca de micorriza favorecer a comunidade de oxidantes em
detrimento & de redutores (Kothari et al., 19921; Nogueira et al., 2004), a disponibilidade
desses metais as plantas serd diminuida.

Nos estudos dos efeitos de metais sobre plantas e fungos micorrizicos ou na
sua inferacdo, deve-se evitar o uso de sais como fonte, pois metais recém- adicionados
ndo estdo em equilibrio com os constituintes do solo, como a matéria orgénica, por
exemplo (Graham et al., 1986), e, dessa forma, seus efeitos sobre os organismos-
alvo séo superestimados (Heggo et al., 1990; Guo et al., 1996). Nesse caso, deve-se
dar preferéncia a solos anteriormente contaminados ou que contenham esses metais
em excesso naturalmente. Havendo interesse na variagéo da disponibilidade dos
metais, pode-se fazer diluigdo do solo contaminado com outro ndo contaminado,
mas com as mesmas caracteristicas.
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Figura 4. Correlagées simples entre o nimero de bactérias redutoras de Mn e disponibilidade de Fe (a) e Mn
(b) no solo e entre bactérias oxidantes de Mn e disponibilidade de Fe (c) e Mn (d) no solo. ** P<0,01;
* P<0,05. (Fonte: Nogueira, 2001).

4. Micorrizas Arbusculares como Ferramenta para Recuperagdo
de Areas Degradadas e Contaminadas pelo Excesso de Metais

Nas duas Oltimas décadas, maiores atencdes foram voltadas para a
recuperacdéo de dreas degradadas e contaminadas, principalmente por forca da
opinido publica e movimentos ambientalistas (Brooks et al., 1998). No Brasil, a
obrigatoriedade de recuperacéo de dreas degradadas por atividades de mineracdo
¢ garantida pela Constituicdo Federal e por Leis Complementares (Brasil, 1990).

Dentre os métodos empregados na recuperacéo de dreas degradadas pelo
excesso de metais estd a fitoestabilizacdo. Esse método visa restabelecer a vegetacao,
com a finalidade de reduzir ou eliminar a biodisponibilidade de metais, diminuir as
erosdes hidrica e edlica, melhorar a qualidade do solo pelo maior aporte de matéria
orgénica e reduzir a lixiviagdo de metais (Shetty et al., 1994; Leyval et al., 1997). No
caso de dreas de mineracdo, a dificuldade estd no fato de que o solo original
geralmente foi removido, e apresenta limitacdes quanto & disponibilidade de nutrientes.
Em muitos casos, essas dreas possuem excesso de metais pesados, o que dificulta
ainda mais o processo. A simbiose micorrizica pode auxiliar a revegetacdo dessas
dreas por aumentar a capacidade das plantas em absorver nutrientes e dgua (Gildon
& Tinker, 1983), aumentando o indice de sobrevivéncia das mudas utilizadas
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(Haselwandter & Bowen, 1996). Além disso, as plantas também podem ser beneficiadas
pela protecdo contra o excesso de metais, conforme discutido anteriormente. A presenca
de micorriza ainda favorece a estabilidade dos agregados do solo pela acdo das
hifas externas (Miller & Jastrow, 1990) e por estimular a producéo de exopolissacarideos
pela maior atividade microbiana, que, por sua vez, também atuam na estabilidade
de agregados (Haselwandter & Bowen, 1996), tornando o solo mais resistente & eros@o
edlica e hidrica.

Um dos aspectos mais importantes no que se refere a recuperacéo de dreas
degradadas é o custo da operacéo. Prdticas que reduzam os custos, como, por
exemplo, de fertilizantes, sdo de grande interesse. O uso de leguminosas nodulantes
na estabilizacéo de dreas degradadas é vantajoso, pois funciona como fonte de N.
Sendo as mudas previamente micorrizadas, também haverd melhor utilizacdo do P,
diminuindo-se os custos com esses dois nutrientes. Além disso, existe o efeito sinérgico
entre a micorrizacdo e a fixagdo biolégica de nitrogénio, em que as plantas
micorrizadas séo mais eficientes em fixar N, devido ao seu melhor estado nutricional
quanto ao P e demais nutrientes (De la Cruz et al., 1988). Nesse caso, fontes mais
baratas de P como rochas fosfaticas também podem ser empregadas. Apesar de sua

baixa solubilidade, plantas micorrizadas conseguem utilizar mais eficientemente essa
fonte de P (Haselwandter & Bowen, 1996).

Hetrick et al. (1994) estudaram a influéncia dos FMAs na revegetacéo de
dreas de mineracdo com altos teores de metais pesados em que a comunidade
vegetal ndo conseguia se restabelecer naturalmente. Tanto plantas consideradas
micotréficas obrigatérias quanto facultativas se beneficiaram da micorrizacéo, o
que foi atribuido ao aumento da tolerancia das plantas ao excesso de metais e &
sua melhor nutricéo, uma vez que o local de estudo era muito pobre em nutrientes e
com baixa capacidade de retencdo de dgua. Plantas de girassol também tiveram
maior dependéncia micorrizica & medida que foram expostas a doses crescentes de
Cr. Esse comportamento foi atribuido ao fato de que as plantas micorrizadas
absorveram mais P, visto que Cr e P competem pelos mesmos sitios de absorcéo
(Davies Jr. etal., 2001; Andrade, 2005). Shetty et al. (1994) observaram que apenas
a planta micotréfica obrigatéria teve sua dependéncia micorrizica aumentada em
solo contaminado por Zn, enquanto a micotréfica facultativa ndo apresentou
alteracéo, mesmo tendo maior colonizacéo radicular. Entretanto, o uso de plantas
micotréficas facultativas, desde que resistentes ao excesso de metais, tem a vantagem
de possibilitar o aumento do potencial de inéculo de FMA in situ, o que facilitard
subseqiente estabelecimento de espécies micotréficas obrigatérias. Sob condicoes
de estresse causado pelo excesso de metais, os beneficios obtidos por uma planta
micorrizada resultam em significativo aumento de crescimento (Diaz et al., 1996), o
que aumenta a probabilidade de sucesso na etapa inicial de revegetacéo. Uma
estratégia sugerida por Carneiro et al. (2001) para o restabelecimento de plantas
em dreas degradadas pelo excesso de metais pesados é a mistura de espécies
vegetais. Nesse caso, a presenca de mostarda (Brassicaceae) nessa mistura, embora
sendo uma planta que ndo forma micorriza, é tolerante ao excesso de metais. Seu
papel seria imobilizar parte dos metais em excesso, favorecendo o restabelecimento
das plantas micotréficas.
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Como exposto, o emprego de fungos micorrizicos pode ser vital nos programas
que visam a revegetacdo de dreas contaminadas por metais. Enfretanto, é necessdrio
que se faca selecdo de endéfitos que sejam tolerantes ao contaminante em particular,
num determinado local, & que a protecéo do hospedeiro pelo FMA quanto ao excesso
de metal depende da compatibilidade fungo-hospedeiro (Graham & Eissenstat, 1994;
Shetty et al., 1995; Diaz et al., 1996) e de sua interacéo com o ambiente (Ravnskov &
Jakobsen, 1995; Nogueira & Cardoso, 2002). A combinaco entre toleréncia a metais
pelo hospedeiro e pelo simbionte pode aumentar as chances de sucesso da
revegetacdo, resultado de vantagem competitiva a ser obtida pela planta de interesse

(Gildon & Tinker, 1983; Khan et al., 2000).

A limitagdo da prética da micorrizacdo com FMA em extensas dreas é a
dificuldade de obtencdo de grande quantidade de inéculo, pelo fato de que o FMA
ndo se reproduz sem a presenca de um hospedeiro vivo. Em programas de revegetacéo
que empreguem espécies arbustivas e arbéreas, a producéo de mudas em viveiro
facilita a pratica da micorrizacéo. Essas plantas, quando transplantadas para o local
de inferesse, vao servir como fonte de indculo para outras plantas (Haselwandter &
Bowen, 1996), favorecendo o estabelecimento de espécies micotréficas (Vangronsveld
et al., 1996) e, conseqientemente, a cobertura vegetal e a estabilizacdo da drea.

A extensdo das respostas das plantas & micorrizacéo e sua persisténcia véo
depender da comunidade nativa de FMAs existente. A ocorréncia de espécies mais
competitivas em colonizar, porém menos eficientes em auxiliar o hospedeiro, pode
levar & diminuicdo dos efeitos positivos das plantas colonizadas no viveiro com espécies
eficientes. Mesmo que isso ocorra, o rdpido estabelecimento daquele grupo de plantas
no local desejado vai se refletir em maior producéo de biomassa mais tarde, pela
vantagem competitiva que essas plantas terdo (Haselwandter & Bowen, 1996).

Afitoestabilizacdo é uma solucéo tempordria, uma vez que os metais néo sdo
eliminados e o risco de sua mobilizacdo da rizosfera e transferéncia das plantas aos
animais permanece. Por tal razéo, as plantas utilizadas nessa estratégia deveriam ser
capazes de imobilizar os metais em suas raizes, com baixa translocacéo para a parte
aérea (Leyval et al., 1997), fato geralmente observado em plantas micorrizadas.

O uso de FMAs como ferramenta nos procedimentos de revegetacdo de dreas
degradadas e contaminadas por metais necessita mais pesquisas para melhor entender
os mecanismos de protecdo das plantas contra a toxicidade de metais, especificidade
do hospedeiro e sua competitividade no ambiente em que for utilizado.
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Capitulo 13

Interacdes Microbianas e Controle
de Fitopatégenos Na Rizosfera

Jolio Alves CARDOSO FILHO () e Marli Teixeira de Almeida MINHONI ()

1. Introdugéo

Do ponto de vista microbiolégico, o solo é um ambiente estressante e limitante
em termos de nutrientes, mas capaz de sustentar uma comunidade microbiana
extremamente diversificada e dindmica (Dommengues et al., 1978; Gottschal, 1990),
que atua nos processos de decomposicdo da matéria orgdnica e nos ciclos
biogeoquimicos dos nutrientes, mediando sua disponibilidade. Estima-se que a
comunidade microbiana ocupe menos de 5% do espaco poroso do solo (Siqueira et
al., 1994) e calcula-se que cerca 90% da sua atividade seja por bactérias e fungos
(Vancura & Kunc, 1988). Solos minerais e orgénicos abrigam eubactérias,
arqueobactérias, fungos filamentosos, leveduras, microalgas, protozodrios, nematéides
e diversos animais invertebrados com funcées ecolégicas bem definidas (Curl & Harper,
1990). O ndmero de microrganismos e sua biomassa coletiva variam dentro e entre
os diversos tipos de ecossistemas e agroecossistemas. A biomassa microbiana total no
solo funciona como um reservatério de nutrientes para as plantas (Grisi & Gray, 1986),
pois € um componente l4bil da matéria organica do solo e, portanto, possui uma
atividade que ¢ influenciada por fatores bidticos e abiéticos do ambiente. Desse modo,
seu monitoramento pode refletir possiveis modificacdes no solo e ser um excelente
indicativo biolégico das alteracées resultantes do manejo do solo (Balota et al., 1998).
Essas alteracées, provocadas pelo uso e manejo do solo, acarretam modificacoes
quantitativas e qualitativas na microbiota como um todo, forcando-a a um novo

equilibrio (Dick & Tabatabai, 1992; Wardle & Hungria, 1994).
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A comunidade microbiana presente nos diversos solos atua de modo direto e/
ou indireto no controle de fitopatégenos, relacionados principalmente aos causadores
de podridées de sementes, raizes e colo de plantas. A agricultura sustentdvel depende
da atividade de diversos grupos microbianos e de suas funcées no solo, o que
condiciona a dinédmica e equilibrio do sistema. Nesse processo, citam-se vdrios tipos
de inferacdes microbianas em que as plantas excretam sais minerais, aminodcidos,
4cidos orgénicos e actcares que favorecem o crescimento de microrganismos epifitos
ou da rizosfera (Tokeshi, 2000).

2. Interagdo de Rizobactérias e Bactérias Fitopatogénicas

Nos Gltimos anos existem poucos estudos acerca da aplicacdo de rizobactérias
em sementes e raizes com o propdsito de controlar doencas bacterianas (Whipps,
2001). Apesar disso, dentre os exemplos de sucesso podemos citar a aplicacdo de
estirpes ndo fitopatogénicas de Strepfomyces no biocontrole da sarna da batata
(Solanum tuberosum L.) causada por Streptomyces scabies (Ryan & Kinkel, 1997).
Nesse experimento o biocontrole foi operado por antibiose ou competicéo por espaco
ou nutrientes na rizosfera. Em contraste, em experimento com Pseudomonas fluorescens
F113, a antibiose, pela producao de 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), foi o mecanismo
responsdvel pelo biocontrole da podridédo mole da batata, causada por Erwinia
carotovora sub-espécie atroseptica. Algumas evidéncias mostraram que a producéo
de siderodforos por P fluorescens F113 pode ser um importante fator no biocontrole de
E. carotovora em condigdes limitantes de ferro. Entretanto a producdo de DAPG ainda
foi 0 mecanismo prevalecente (Neemo-Eckwall & Schottel, 1999). O uso de espécies
de Pseudomonas no biocontrole de galhas, em monocotiledéneas e dicotileddneas,
causadas por Agrobacterium tumefaciens & foi testado com sucesso (Khmel et al.,
1998). Estudos com marcadores moleculares mostraram, no caso da estirpe de
Agrobcaterium K84, que a antibiose, pela producéo de agrocina (codificada pelo
plasmidio pAgK84), é um mecanismo de agdo bastante eficaz para o controle de A.
tumefaciens. Entretanto, devido ao risco ambiental do plasmidio pAgK84 ser transferido
no solo para estirpes patogénicas de A. tumefaciens e reduzir a eficiéncia do biocontrole
(Vicedo et al., 1996), essa estirpe ndo tem sido utilizada comercialmente. A antibiose,
por antibiéticos como agrocina 434 (McClure et al., 1998), e a por competicdo podem
ser considerados os mecanismos mais importantes para a eficiéncia dessas bactérias
no solo como agentes de controle biolégico (Pefalver et al., 1994).

3. Interacdo de Rizobactérias e Fungos Fitopatogénicos

Alguns exemplos de interacdes na rizosfera e espermosfera entre rizobactérias
e fungos fitopatogénicos podem ser vistos na Tabela 1.

Claramente nota-se que um grande nimero de frabalhos encontrados na
literatura envolve espécies de Pseudomonas (Whipps, 2001). Essa rizobactéria tem a
caracteristica de crescimento rdpido em meio de cultura, é de facil manipulacdo genética
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em laboratério e é capaz de crescer em uma grande variedade de compostos
orgénicos, o que a forna bastante promissora para utilizacdo em experimentos de
laboratério e de campo (Marilley & Aragno, 1999).

Tabela 1. Exemplos de rizobactérias aplicadas em sementes e raizes para o biocontrole de fungos

fitopatogénicos.

Bactéria Fungo fitopatogénico Planta Ambiente
Actinoplanes spp. Pythium ultimum beterraba solo
Bacillus spp. Rhizoctonia solani frigo solo
Bacillus subtilis GBO3 Fusarium oxysporum f. sp. ciceris caupi solo

B. subtilis BACT-D Pythium aphanidermatum tomate solo
Burkholderia cepacia A3R Fusarium graminearum frigo solo

B. cepacia PHQM 100 Fusarium spp. milho solo
Comamonas acidovorans HF42 Magnaporthe poae rama Kenfuck

e Enterobacter sp. BF14 9 4 solo
Paebibacillus sp. 300 Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum cucurbitdcea solo
Pseudomonas aureofaciens AB244 Pythium ultimum tomate solo/argila
Pseudomonas chlororaphis

PCL 1391 Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici tomate solo
Pseudomonas chlororaphis MA342 Drechslera graminea cevada solo
Pseudomonas corruga 13 Pythium aphanidermatum cucurbitéceas solo
Pseudomonas fluorescens Fusarium oxysporum f. sp. raphani rabanete solo/areia
P fluorescens WCS417 Fusarium oxysporum f. sp. raphani rabanete brita
Serratia phymuthica Pythium ultimum cucurbitéceas perlita/vermiculita
Streptomyces sp. 385 Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum cucurbitéceas solo

Fonte: Adaptado de Whipps (2001).

2.2. Mecanismos de Supressdo de Fungos Fitopatogénicos por Rizobactérias

a) Antibiose

Existem inGmeros relatos da producdo de metabdlitos antifingicos produzidos
in vitro por rizobactérias que enventualmente t&m atividade in vivo (Whipps, 2001).
Dentre estes pode-se citar: NH,*, butirolactonas, 2,4-diacetilfluoroglucinol (DAPG),
HCN, canosamina, oligomicina A, oomicina A, dcido fenazina carboxilico (PCA),
piluterina (PIt), pirrolnitrina (PIn), vicosinamida, xantobaccina e zitermicina A (Whipps,

2001).

Alternativamente relata-se o uso de genes - repérteres ou sondas para a
producéo de antibiéticos na rizosfera (Kraus & Loper, 1995; Chin-A-Woeng et al.,
1998), bem como o isolamento e a caracterizacéo de genes ou agrupamento de
genes (“genes clusters”) responsaveis pela producdo de antibiéticos (Kraus & Loper,

1995; Kang et al., 1998; Nowak-Thompson et al., 1999).
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A producdo de antibiéticos por rizobactérias, particularmente Pseudomonas
spp., fem como possivel regulador um sistema componente duplo envolvendo um
sensor ambiental (provavelmente uma proteina membranar) e um fator citoplasmatico
(Keel & Défago, 1997). No entanto os sinais ambientais que controlam esse sistema
ainda permanecem desconhecidos (Whipps, 2001).

Outros sistemas de regulacao jd foram identificados envolvendo a
producdo de PCA por espécies de Pseudomonas (Whipps, 2001), particularmente,
em Pseudomonas aureofasciens 30-84, que controla em trigo Gaeumannomyces
graminis var. tritici pela da producao de PCA (Pierson Ill & Pierson, 1996). Nesse
sistema o patégeno cresce nas raizes aumentado a exsudacdo radicular, o que
resulta em um aumento na populacéo de P aureofasciens 30-84 e outras bactérias
rizostéricas no sitio de infecccéo. Conseqientemente, ocorre uma elevacéo na
concentracdo do sinal molecular N-acil-L-homoserina lactona (HSL) que é
produzido pelo gene phzR. Desse modo com a producéo de PCA inibe o
patégeno. Isso pode explicar porque P. aureofasciens 30-84 néo reduz o nimero
de sitios de infecc@o na raiz, apenas inibe o crescimento secunddrio do patégeno.
Quantidades significativas de HSL de outras bactérias rizosféricas podem contribuir
com a producdo de PCA, aumentando a importéncia da sinalizacédo
interpopulacional no biocontrole e talvez ajudando a atuagdo de certos isolados
bacterianos quando misturados e introduzidos com outras bactérias da rizosfera

(Pierson & Weller, 1994).

b) Competigdo por Ferro

Muito embora a competicéo por espaco e nutrientes entre rizobactérias e
fungos fitopatogénicos ja esteja bem estabelecida na literatura (Whipps, 1997a),
o interesse pela competicdo pelo ferro rizosférico é recente (Whipps, 2001). Em
condicées limitantes de ferro, as rizobactérias produzem uma variedade de agentes
quelantes de ferro (sideréforos). Os sideréforos retiram ferro existente no solo,
tornando-o indisponivel para os fungos fitopatogénicos, restringindo o seu
crescimento (Loper & Henkels, 1999). Estudos recentes demonstraram que a
suplementacdo mineral de ferro para as plantas influencia a estrutura da
comunidade rizosférica (Yang & Crowley, 2000).

A competicdo por ferro entre espécies de Pseudomonas e Pythium spp. e
Fusarium spp., particularmente o papel do sideréforo pioverdina, tem sido
intensamente estudada e demonstrada. Espécies de Pseudomonas, particularmente
P aeruginosa, podem produzir outros tipos de sideroféros, tais como a pioqueling,
um precursor do dacido salicilico que reconhecidamente contribui para a protecéo
de plantas de tomate infectadas com Pythium spp (Buysens et al., 1996). No entanto,
nem todos os tipos de sideréforos estdo envolvidos no controle de fitopatégenos.
Sabe-se que diferentes fatores ambientais (bidticos e abidticos) podem estimular
ou reprimir a sintese de sideréforos na rizosfera. Entretanto ainda se sabe muito
pouco a respeito disso (Duffy & Défago, 1999). Alguns sideréforos podem atuar
como indutores de resisténcia sistémica contra fitopatégenos em algumas plantas
(Leeman et al., 1996aq).
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c) Parasitismo e Produgdo de Enzimas Extracelulares

A habilidade de certas bactérias, especialmente as actinomicetdceas, em
parasitar e degradar esporos de fungos fitopatogénicos j& estd bem documentada na
literatura (El-Tarabily et al., 1997). Assumindo que os nutrientes passem do fitopatégeno
para a bactéria e que o crescimento do fungo fitopatogénico seja inibido, o espectro
do parasitismo pode variar de uma simples ligacdo entre células e hifas, como na
interacdo entre Enterobacter cloacae e Pythium ultimum (Nelson et al., 1986) até a

completa lise e degradacdo da hifa como na interacéo entre Arthrobacter spp. e
Pythium debaryanum (Mitchell & Hurwitz, 1965).

Enzimas quitinoliticas produzidas por Bacillus cereus e Pantoea (Enterobacter)
agglomerans parecem estar envolvidas no controle de Rhizoctonia solani (Chermin et
al., 1995). Proteases extracelulares também foram a causa do controle de Phythium
ultimum na rizosfera de beterraba de mesa por Stenotrophomonas maltophila (Dunne

etal., 1997).

d) Inducdo de Resisténcia

A partir de 1996, surgiram vdrios relatos apontando para a ocorréncia de
resisténcia induzida por rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCPs), que
ndo envolviam o 4cido salicilico (AS). Esse tipo de resisténcia é mediado por vias de
sinalizacdo sensiveis a etileno e jasmonatos (JA). Para distinguir os dois tipos de
resisténcia induzida, Van Loon propés que aquela dependente de AS fosse chamada
RSA (Resisténcia Sistémica Adquirida) e a outra fosse chamada de RSI (Resisténcia
Sistémica Induzida) (Hammerschimidt, 1999; Knoester et al., 1999; Mauch-mani &
Metraux, 1998).

Embora se classifique a RSI como independente de AS, existem casos em que
a inducdo de RS, com uso de etileno ou similar, induz néo sé a sintese de AS, mas
também a de proteinas RPs (proteinas relacionas & patogénese) (Jacobs et al., 1999;
Kozlowski, et al., 1999). Segundo Mauchi-Mani & Metraux (1998), a sintese de proteinas
PRs estaria ligada & RSA e & producéo de AS, enquanto as defensinas seriam sintetizadas
na RSI, com mediacdo de etileno / JA. Segundo Knoester et al. (1999), tanto RSA
como RSI sdo dependentes de um mesmo fator, provavelmente localizado no inicio
da cadeia de sinais. Ja Bostock (1999) sugere uma interacdo ora negativa, com uma
via inibindo a outra, ora positiva, com uma relacdo de complementaridade entre as
duas vias. Ao que parece, cada sistema planta - indutor pode ter um sistema diferente
de inducéo, seja RSl ou RSA, e em alguns casos deve haver uma interrelacdo entre os
dois sistemas.

Embora, a inducdo da resisténcia sistémica adquirida néo seja dependente
do desenvolvimento de reacéo de hipersensibilidade (RH), sua expressdo é maximizada
quando o patégeno indutor causa necrose. Ao contrdrio, as rizobactérias indutoras
tipicamente ndo causam sinfomas visfveis no hospedeiro e usualmente causam um
aumento no crescimento (daf a denominacéo de rizobactérias promotoras de
crescimento vegetal). Existem critérios Uteis para comparar as caracterfsticas da RSI
mediada por rizobactérias e a RSA (Van Loon et al., 1998):
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(i) auséncia de efeitos toxicos do agente indutor no patégeno desafiador; (ii)
supressdo da inducdo de resisténcia, pela aplicacéo prévia de um inibidor especifico,
tal como actinomicina D, que influencia a expresséo génica da planta; (i) necessidade
de um intervalo de tempo entre a aplicacéo do indutor e a observacdo de protecdo
na planta; (iv) auséncia de uma correlacdo tipica dependente de dose, conhecida
para componentes toxicos; (v) protecdo néo especifica; RSI mediada por rizobactérias,
como a RSA, ¢é efetiva contra diversas doencas; (vi) protecao local e sistémica; e (vii)
sujeita ao gendtipo do vegetal.

Na literatura existem vdrios exemplos de RSI induzidas por rizobactérias,
principalmente por espécies de Pseudomonas e Bacillus dentre os quais: rabanete
(Raphanus sativus) e Arabidopsis contra Fusarium oxysporum (Leeman et al., 1995) e
pepino (Cucumis sativus) contra Pythium aphanidermatum (Chen et al., 1998).

Diversas combinacées de tempo e espaco mostraram que as rizobactérias
podem diferir na habilidade em induzir resisténcia, e que algumas séo ativadas em
determinados tipos de combinacdo planta-rizobactéria, ainda podendo ocorrer
variacdes dentro de uma mesma espécie vegetal (Van Loon, 1997).

3. Interacdo de Rizobactérias e Nematdides

O termo rizobactéria normalmente é aplicado para bactérias com habilidade
de colonizar raizes de plantas (Schroth & Hancock, 1982). Algumas espécies de
rizobactérias receberam a denominacédo de rizobactérias promotoras de crescimento
vegetal, visto que geralmente promovem incrementos no crescimento vegetal pela
colonizacéo do sistema radicular, podendo impedir o estabelecimento ou até mesmo
suprimir a colonizagéo de microrganismos rizosféricos fitopatogénicos (Schroth &
Hancock, 1982). A maioria das rizobactérias com potencial para o biocontrole de
fitopatégenos tem a capacidade de produzir toxinas e outros produtos metabdlicos,
com atividade nematicida.

As rizobactérias usadas como antagonistas biolégicos de fitonematéides
podem ser agrupadas em bactérias parasitas e ndo parasitas (Siddiqui &

Mahmmood, 1999).

3.1. Rizobactérias Parasitas

A bactéria Pasteuria penetrans ja vem sendo estudada desde a década de
1980 (Sayre, 1980). Essa bactéria apresenta um consideravel potencial no controle
de espécies de Meloidogyne (Brown et al., 1985). Descrita em 1940 por Thorne
como protozodrio, essa bactéria é um parasita obrigatério de nematéides, ndo possui
flagelo e, portanto, sua dispersdo no solo depende da dgua, de animais ou de prdticas
de cultivo. Possui uma vasta gama de hospedeiros e | foi identificada em vdrios
paises, em diversos continentes (Siddiqui & Mahmood, 1999). Observacdes indicam
que P penetrans estd provavelmente agrupada em diferentes “formas” ou diferentes
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espécies, que possivelmente apresentam uma gama limitada de hospedeiros (Sturhan,
1988). O principal grupo de R penetrans inclui P penetrans sensu stricto, que parasita
Meloidogyne spp. e P thornei que parasita Pratylenchus brachyurus. A identificacéo
dessas espécies é efetuada pelo tamanho do endésporo, forma, ciclo de
desenvolvimento e especificidade hospedeira (Starr & Sayre, 1988). Dentre as outras
espécies desse género, pode-se destacar ainda P nishizawae (Sayre et al., 1991),
que é uma bactéria formadora de endésporo e parasita fémeas adultas de espécies
de Heterodera e Globodera. Essa espécie é diferenciada a partir de caracteristicas
ultraestruturais e uma Unica gama de hospedeiros (Siddiqui & Mahmood, 1999). A
possibilidade da existéncia de estirpes de biétipos de P. penetrans 4 foi descrita em
inimeros trabalhos (Sturhan, 1988; Syare et al., 1991; Ciancio, 1995). A gama de
hospedeiros de cada isolado parece ser limitada e com elevado grau de
especificidade (Dutky & Sayre, 1978). O nimero de esporos pode diferir entre
populacdes de uma mesma espécie (Sayre & Starr, 1985). Para Ratnasoma & Gowen
(1991), essa caracteristica parece estar relacionada com a taxa de crescimento das
colénias de P penetrans.

Sharma & Davies (1996) caracterizaram diversos isolados de P penetrans,
baseando-se na gama de hospedeiros, diédmetro e tamanho do endésporo e aspectos
serolégicos. Ainda de acordo com esses autores, a grande diversidade observada
nas caracteristicas morfométricas do enddsporo parece ser uma resultante da evolucéo
adaptativa que ocorreu durante a especiacdo do hospedeiro.

P penetrans completa seu ciclo vital (18 a 20 dias) em diferentes nematéides
(Kaplan, 1992). Seus esporos aderem & cuticula de estddios juvenis (J2) de fémeas
jovens, quando essas migram pelo solo. A germinacdo ocorre dentro das raizes quando
as formas J2 iniciam a alimentacdo. Um tubo germinativo emerge e penetra a cuticula
e microcolénias comecam a proliferar no interior do nematéide. Subsequentemente
as microcol®nias preenchem todo corpo do hospedeiro e inicia-se o processo de
esporulacdo, impedindo o seu processo de reproducdo (Sayre & Wergin, 1977). Em
média, cerca de cinco esporos por nematéides sdo necessdrios para que haja a infeccdo
(Stirling, 1984). Diversos fatores abidticos podem interferir na atuacéo de R penetrans,
sendo os mais importantes: a femperatura com um 6timo entre 22,5 e 30°C (Stirling,
1984), o pH (6timo entre 4,8 e 8,5) e a umidade do solo (com um 6timo entre 34 e
70% da capacidade de retencéo de umidade do solo), para formas adultas e juvenis,

de acordo com Adiko & Gowen (1994).

P penetrans possui certa toleréncia a nematicidas e pode ser aplicado
juntamente com algumas formulacées (Aldicarb, Carbofuran, Fenamifos) no
controle de fitonematdides (Mankau & Prasad, 1972; Maheswari et al., 1987;
Walker & Wachtel, 1988). Tem muitas caracteristicas que a tornam um potencial
agente biolégico no controle de fitomematdides, visto que ndo sé previne a
reproducdo, como reduz a infectividade de formas juvenis. Apesar de ainda néo
existir produto comercial, sua capacidade de persistir no solo, mesmo em condicoes
adversas de temperatura e umidade, a tforna um promissor antagonista biolégico
para fitomematéides.

245



Julio Alves Cardoso Filho
Marli Teixeira de Almeida Minhoni

3.2. Rizobactérias Nao Parasitas

Algumas bactérias ndo parasitas também podem apresentar capacidade para
o controle de fitonematéides (Tabela 2), dentre as quais estdo: Agrobacterium spp.,
Alcaligenes spp., Bacillus spp., Clostridium spp., Desulfovibrio spp., Pseudomonas
spp., Serratia spp. e Streptomyces spp. (Siddiqui & Mahmmod, 1999).

Tabela 2. Efeitos de bactérias rizosféricas ndo patogénicas no controle de fitonematéides e crescimento

vegetal.
Bactéria Nematéide Efeito no hospdeiro
Bacillus
B. thuringiensis Meloidogyne previne a formacdo de galhas
B. cereus Heterodera cajani acdo larvicida
B. cereus Meloidogyne javanica impede a penetragdo na raiz
B. subtilis Rotylenchulus reduz a capacidade reprodutiva
Pseudomonas
P fluorescens Panagrellus acdo larvicida
P fluorescens Meloidogyne javanica reducdo na multiplicagéo
Streptomyces
S. isolado CR-43 Pratylenchus penetrans reducdo na multiplicagéo
S. isolado CR-43 Meloidogyne incognita redug@o na mulplicagéo
Clostridium
C. butyricum Tylenchorhynchus martini acdo nematicida
Serratia
S. marcescens Meloidogyne incognita acdo nematicida

Agrobacterium

A. radiobacter Globodera pallida reducdo na capacidade infectiva

Fonte: Adaptado de Siddiqui & Mahmood (1999).

As rizobactérias ndo parasitas podem ser aplicadas junto & semente ou
diretamente no solo em condicées de casa de vegetacdo ou de campo (Siddiqui
& Mahmood, 1993). A associacdo dessas bactérias com outros microrganismos,
tais como rizébios, fungos micorrizicos arbusculares e fungos sapréfitas (Tabela 3)
é bastante vidvel tanto do ponto de vista econdmico quanto pratico (Siddiqui &

Mahmood, 1999).

3.3. Possiveis Mecanismos de SupressGo de Fitonematbides por
Rizobactérias

Os dois grupos de bactérias (parasitas e ndo parasitas de nematéides) possuem
grandes diferencas em relacdo as formas de atuacéo (Siddiqui & Mahmood, 1999).
Bactérias parasitas como P penetrans possuem a capacidade de parasitar fémeas
adultas e formas jovens de nematéides. Uma outra estratégia é encontrada em bactérias
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ndo parasitas: promovem efeitos adversos na relagéo entre a planta infectada e o
fitonematéide. Essas bactérias regulam o comportamento do nematéide durante a
fase inicial de penetracd@o na raiz da planta hospedeira (Sikora et al., 1989). Dois
mecanismos de acdo podem ser responsdveis pela reducdo na taxa de infeccdo da
raiz: (i) producdo de metabélitos que reduzem a comunicacdo entre a planta hospedeira
e o nematéide e (i) degradacédo de exsudatos provenientes da raiz que controlam o
comportamento do fitonematéide (Siddiqui & Mahmood, 1999).

Tabela 3. Efeito de rizobactérias ndo parasitas em combinacéo com outros agentes biolégicos na reproducdo
de nematéides e crescimento vegetal.

Manejo combinado Nematoéide Efeito no nematdide e crescimento vegetal

Bacillus licheniformis + Meloidogyne incognita Reducdo no indice de infeccdo. P mindocina

Pseudomonas mindocina + teve efeito adverso no crescimento da planta,

Acrophialophora fusispora + enquanto que os outros agentes biolégicos

Aspergillus flavus promoveram incrementos no crescimento
vegetal.

Bacillus subtilis + M. incognita Reducéo na multiplicagdo do nematéide.

Pseudomonas lilacinus +

Eicchornia crassipes

Bacillus subtilis + Heterodera cajani Incremento no crescimento vegetal e reducdo
Bradyrhizobium japonicum + na multiplicacdo do nematéide.

Glomus fasciculatum

Fonte: Adaptado de Siddiqui & Mahmoodm (1999).

O efeito de rizobactérias néo parasitas na penetracéo de fitonematéides é
possivelmente devido a uma ligacdo entre a bactéria e lectinas na superficie da
raiz e, portanto, inferfere no reconhecimento entre nematéide e planta hospedeira.
Em solos bem aerados, NH * ¢ geralmente produzido por bactérias amonificantes
durante a decomposicdo ‘de compostos orgénicos nitrogenados (Rodriguez-
Kabana, 1986), resultando na diminuicéo da comunidade de fitonematsdides. Uma
outra importante rizobactéria, Clostridium butyricum, produz dcido butirico (Hollis
& Rodriguez-Kabana, 1967), enquanto Desulfovibrio desulfuricans produz H S,
que, atuando isoladamente ou em conjunto, reduzem a comunidade de
fitonematodides. Pseudomonas fluorescens atua no controle de fitonematéides, por
antagonismo direto, pela producéo de antibiéticos ou por competicdo por nutrientes
essenciais, tais como o ferro (Siddiqui & Mahomood, 1999). Recentemente a
inducdo de resisténcia sistémica foi considerada por Wei et al. (1996) como um
dos possiveis mecanismos de controle por rizobactérias ndo parasitas. Isso seria
devido ao acimulo de quitinases, PB-1,3 glucanases peroxidases e proteinas
relacionadas & patogenicidade (proteinas PR) (Lawton & Lamb, 1987), acimulo
de fitoalexinas (Kuc & Rush, 1985) e formagao de biopolimeros tais como lignina,
calose e proteinas ricas em hidroxiprolinas (Hammerschmidt et al., 1984).
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4. InteragGo entre Fungos e Protozodrios

O protozodrio do solo Plasmodiophora brassicae é ecologicamente um
biotréfico de bréssicas, constituindo-se em agente causador de galhas. Alguns estudos
apontam o fungo Heteroconium chaetospira como possivel agente controlador de R
brassicae em Brassica campestris em solo ndo esterilizado (Narisawa et al., 1998).
Esses estudos demonstraram que as hifas de H. chaetospira colonizam células
epidérmicas; entretanto o mecanismo de controle da doenca ainda ndo estd elucidado.
H. chaetospira parece formar uma simbiose mutualistica com B. campestris, o que é
de bastante interesse, visto que as brdssicas ndo formam associacées micorrizicas. H.
chaetospira ainda pode colonizar raizes de oito familias de plantas. A habilidade
desse fungo em controlar doencas em outras espécies vegetais e os mecanismos
envolvidos ainda estd em fase inicial de estudo (Narisawa et al., 2000).

5. Interagbes entre Fungos e Fungos Fitopatogénicos

Interacdes entre fungos e fungos fitopatogénicos continuam ser foco de grande
interesse no mundo (Whipps, 1997b; Whipps, 2001) e no Brasil (Homechin, 1991;
Melo, 1991). Alguns exemplos da interacdo fungo-fungo fitopatogénico séo
apresentados na tabela 4. Existe uma grande variedade de espécies fungicas e isolados
estudados como agentes de biocontrole; entretanto, os relatos de espécies de
Trichoderma séo dominantes na literatura, talvez refletindo a sua facilidade de cultivo
e manipulacéo e a sua gama de hospedeiros (Whipps, 2001).

Nesses estudos os patégenos mais visados séo Pythium spp., Fusarium spp. e
Rhizoctonia solani (Whipps, 2001).

5.1. Modos de Agdo Durante a Interagdo de Fungos e Fungos
Fitopatogénicos na Espermosfera e Rizosfera

a) Competigdo

Existem relativamente poucos estudos envolvendo competicéo por nutrientes,
espacos e sitios de infeccdo entre fungos na rizosfera e espermosfera (Whipps, 2001).
Competicéo por carbono, nitrogénio e ferro pode ser mostrada como um mecanismo
associado com o biocontrole ou supressdo de espécies de Fusarium por espécies de
Fusarium néo patogénicas e Trichoderma (Mandeel & Baker, 1991). InGmeros estudos
mostram que existe uma relacdo entre o aumento da colonizacéo da rizosfera por
fungos ndo patogénicos e a supressdo de doencas radiculares. J& estd bem estabelecido
na literatura que formas néo patogénicas de Fusarium oxysporum controlam formas
patogénicas de F. oxysporum em uma variedade de culturas (Postma & Rattink, 1991).
Para haver o sucesso, uma rdpida producéo de esporos é considerada um dos fatores

primordiais no estabelecimento de agentes de controle de fitopatégenos de raizes
(Douglas & Deacon, 1994).
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Fungos micorrizicos também sdo fortes canditados a agentes de controle pela
competic@o por espaco, principalmente os ectomicorrizicos, visto que com a producdo
do manto ocupam o espaco fisico de possiveis sitios de infeccdo. Entretanto apenas
um trabalho de Marx (1972) demonstrou esse mecanismo. Atualmente o enfoque
estd voltado para a producéo de antibiéticos e inducdo de resisténcia (Whipps, 2001).
Com relacdo aos fungos micorrizicos arbusculares, relatos sugerem que seu
envolvimento em biocontrole esteja mais relacionado com inducéo de resisténcia do
que com a competicéo perse (Mark & Cassells, 1996).

Tabela 4. Exemplos da inferacéo fungo-fungo fitopatogénico estudados na espermostfera e rizosfera associados
ao controle de doencas de plantas.

Antagonista Patégeno Planta hospedeira Meio
Cladorrhinum foecundissimum Pythium ultimum pimentdo e beringela solo esterilizado
Fusarium spp. (ndo patogénico) Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici pimentdo e berinjela solo esterilizado
Fusarium oxysporum (né&o patogénico)  Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici tomate solo esterilizado
Fusarium solani (ndo patogénico) Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici fomate solo esterilizado
Glomus intraradices Fusarium oxysporum f. sp. dianthi cravo argila
Penicillium oxalicum Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici fomate turfa/solo
Pythium acanthophoron Fusarium culmorum cevada areia

Pythium oligandrum Fusarium culmorum cevada areia
Rhizoctonia solani Phytophthora parasitica var. nicotianae  tabaco solo esterilizado
(binucleado, néo patogénico)

Talaromyces flavus Verticillium dahliae berinjela solo esterilizado
Trichoderma hamatum Rhizoctonia solani berinjela solo esterilizado
Trichoderma harzianum Phytophthora capsici pimentdo turfa/areia
Trichoderma viride Rhizoctonia solani berinjela solo esterilizado
Trichoderma virens Rhizoctonia solani ervilha Solo esterilizado

Fonte: Adaptado de Whipps (2001).

b) Antibiose

Embora a producéo de antibidticos por fungos envolvidos em biocontrole
seja um fendmeno bastante documentado (Howell, 1998), existem poucos relatos
demonstrando com clareza a producéo de antibidticos por fungos na espermosfera e

rizosfera (Whipps, 2001).

Os relatos mais comuns de fungos produzindo antibiéticos referem-se a
Trichoderma/Gliocladium (Howell, 1998) e Talaromyces flavus (Kim et al., 1990; Fravel
& Roberts, 1991).
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Trichoderma (Gliocladium) virens compreende os grupos P e Q, baseando-se
no perfil da producdo de antibiéticos (Howell, 1999). Os isolados do grupo P produzem
gliovirina, que é ativo contra Pythium ultimum e inativo contra Rhizoctonia solani AG-4,
ao passo que os isolados do grupo Q produzem gliotoxina, que é ativo contra
Rhizoctonia solani e inativo contra Pythium ultimum. A gliotoxina atua rompendo o
citoplasma de R. solani (Harris & Lumsden, 1997).

A producéo de H O na rizosfera, catalisada pela oxidase de glicose de
Talaromyces flavus, parecé sér responsavel pelo controle de Verticillium dahlice em
berinjela (Solanum tuberosum L) (Stosz et al., 1996). A oxidase da glicose foi responsavel
pela supressdo de V. dahliae in vitro e morte de microesclerédios de V. dahliae in vitro
e in vivo (Fravel & Roberts, 1991).

c) Indugdo de resisténcia

Semelhantemente as bactérias, os fungos também sdo capazes de induzir
resisténcia em plantas (Pascholati, 1998). Um grande ndmero de fungos é capaz de
realizar o controle por competic@o, antibiose e micoparasitismo (Whipps, 2001).
Dentre esses hda os sapréfitas, como isolados ndo patogénicos de Fusarium (Larkin et
al., 1996), espécies de Trichoderma (Yedidia et al., 1999), Pythium oligandrum (Rey
et al., 1998), isolados ndo patogénicos binucleados de Rhizoctonia (Jabaji-Hare et
al., 1999) e Penicillium oxalicum (de Cal et al., 1997), bem como fungos micorrizicos

(Morandi, 1996).

Entretanto, nem todos esses estudos usaram um critério de separacéo espacial
entre o agente fungico e o patégeno desafiador para caracterizar a inducdo de
resisténcia, restringindo a descricdo do fenémeno a simples medicées de alteracoes
enzimdticas, proteinas PR ou caracterizacdo da parede celular, possivelmente induzidas
pela resisténcia sistémica adquirida sem o envolvimento do patégeno (Volpin et al.,
1995; Morandi, 1996). Espécies de Trichoderma produzem uma xilanase 22 kDa,
que, quando injetada em tecidos vegetais, induz respostas de defesas tais como:
acUmulo de K+, H'eCa , sintese de proteinas PR, biossintese de etileno, glicosilacdo
e acilacdo de fitoesterdis (Bailey & Lumsden, 1998). Entretanto, ainda néo estd elucidado
se esse sistema pode ser ativado nas raizes quando expostas ao fungo (Whipps, 2001).

Desse modo, inducdo de resisténcia por fungos e até mesmo bactérias na
rizosfera ainda carece de estudos mais aprofundados, visto que os resultados obtidos
até o momento néo sdo totalmente conclusivos.

d) Micoparasitismo

Existem inGmeros exemplos na literatura da capacidade de fungos em parasitar
esporos, esclerddios, hifas e outras estruturas fungicas e muitos deles estdo ligadas ao
controle de doencas (Davanlou et al., 1999). Entretanto essas observacdes foram
efetuadas in vitro ou em sistemas esterilizados (Benhamou et al., 1999) e exemplos
claros de micoparasitismo na espermosfera e rizosfera séo raros (Lo et al., 1998).

Os processos ligados ao micoparasitismo envolvem receptividade do
hospedeiro, seguida do crescimento direcionado, contato, reconhecimento, adeséo e
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penetracdo (Whipps, 2001). Embora nem todos desses aspectos ocorram em todas
as interagdes fungo-fungo, o fator chave é a transferéncia de nutrientes do hospedeiro
para o micoparasita. Diversas substancias podem estar envolvidas no reconhecimento
entre o hospedeiro e o micoparasita, dentre as quais incluem-se as lectinas e alguns
tipos de carboidratos. Pouco se sabe acerca do processo de reconhecimento entre o
hospedeiro e o micoparasita; entretanto a primeira evidéncia de que o sinal é traduzido
por uma proteina heterotrimérica G e mediado por cAMP foi constatada em Trichoderma
harzianum (Omero et al., 1999).

A penetracdo via degradacéo da parede celular é freqientemente observada
durante o micoparasitismo, e grande énfase estd sendo dada na caracterizacédo e
clonagem de enzimas extracelulares, tais como b-1,3 glucanases, quitinases, celulases
e proteases produzidas por agentes fungicos de controle (Deane et al., 1998).

Esses relatos refletem as diferencas entre isolados fungicos e as plantas utilizadas
na experimentacéo e claramente demonstram a complexidade das interacées que
ocorrem tanto na espermosfera quanto na rizosfera (Whipps, 2001). Desse modo, no
estudo desses dois sistemas para uma possivel utilizacdo de produtos comerciais deve-
se ter em mente que as interacdes sdo multiplas e que a aplicacdo de misturas de
produtos com diferentes combinacdes de isolados ou espécies deve ser considerada

(de Boer et al., 1999).
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Microbiata da Solo como Indicadora
da Poluicdo do Solo e do Ambiente
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1. Introdugéo

A qualidade do solo pode ser definida como a capacidade continua do solo
de aceitar, estocar e reciclar dgua, nutrientes e energia, bem como reter, dispersar e
transformar materiais quimicos e biolégicos, funcionando como um tampéo ou filtro
ambiental. A qualidade de qualquer solo depende da sua natureza, que é funcéo dos
fatores de formacéo e da interferéncia antrépica relacionada ao uso e manejo
(Gregorich etal., 1994). A Sociedade Americana de Ciéncia do Solo definiu qualidade
do solo como a capacidade de um tipo especifico de solo de funcionar dentro dos
limites do ecossistema natural ou manejado, de forma a sustentar a produtividade
agricola, manter a qualidade do ambiente, promover a sadde das plantas e animais,
manter ou aumentar a qualidade do ar e da dgua e dar suporte a sadde e habitacéo

do homem (Andréa, 2000).

A qualidade do solo estd relacionada & atividade microbiana, ou seja, a
reacdes bioldgicas e bioquimicas catalisadas pelos microrganismos. Essas reacoes
sGo responsdveis pela decomposicéo de residuos de plantas, animais, urbanos e
industriais, pela ciclagem biogeoquimica, incluindo a fixagéo de N , pela formacéo
de agregados do solo e pela taxa de decomposicdo de materiais drganicos (Elsas,
1997). Devido a essas caracteristicas, os microrganismos do solo sdo considerados

como indicadores sensiveis para avaliar o impacto antropogénico sobre os processos
biolégicos do solo (Dick, 1994; Doran & Parkinson, 1994; Turco et al., 1994).
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Os estudos referentes ao uso de parédmetros microbianos como indicadores
de poluicdo do solo e do ambiente t&m sido desenvolvidos com o objetivo de verificar
a acdo dos elementos contaminantes, provenientes de fertilizantes, pesticidas, residuos
orgénicos e do manejo do solo sobre a comunidade e a atividade microbianas do
solo (Fliessbach, et al. 1994; Fernandes, 1999; Fortes Neto, 2000, Fernandes & Bettiol,
2003).

A utilizacdo de medidas microbiolégicas para indicar a qualidade do solo
vem sendo pesquisada porque os microrganismos mantém uma intima relagéo com
as propriedades quimicas e fisicas do solo e também porque sdo responsdveis por
inUmeros processos biolégicos e bioquimicos, sendo, por isso, sensiveis as alteracdes
de origens naturais e antropogénicas que ocorrem no solo. Entretanto, apesar dessa
caracteristica dos microrganismos, hé vdrios critérios bdsicos para que um pardmetro
microbiano possa ser considerado como indicador ideal para avaliar as alteragées
resultantes do manejo dado ao solo (Brookes, 1995; Giller et al., 1998; Marchiori

Junior & Melo, 1999; Trasar-Cepeda et al., 2000; Obbard, 2001).

2. Pardmetros Microbianos

De acordo com Brookes (1995), o parGmetro microbiano deve apresentar as
seguintes caracteristicas: (1) ser mensurdvel de forma acurada; (2) ser testado em uma
variedade de tipos e condicdes de solo; (3) ser sensivel & acéo do agente em estudo;
e (4) apresentar validade cientifica confidvel.

Os par@metros microbianos sensiveis as variagdes provocadas no solo
pelos elementos poluidores sdo divididos em trés grupos: 1- o que mede a
atividade microbiana global; 2- o que determina o tamanho da populacéao de
um organismo ou da comunidade de um grupo funcional; 3- o que correlaciona
a atividade com a comunidade microbiana predominante no solo (Brookes,

1995; Obbard, 2001).

As andlises microbiolégicas séo Uteis na avaliacdo da qualidade do solo;
porém, vdrios autores relatam a necessidade de se utilizarem diversas andlises ao
mesmo tempo, para se ter uma nocdo mais precisa das interferéncias ocasionadas
pelos agentes poluentes no solo (Turco et al., 1994; Brookes, 1995; Jahnel, 1997;
Melo & Marques, 2000; Obbard, 2001).

Nos estudos para determinar os efeitos dos agentes contaminantes e do manejo
do solo sobre a atividade e a dindmica da comunidade microbiana, as andlises mais
utilizadas como indicadoras s@o: liberacdo de CO pela respiracdo microbiana,
mineralizacdo de nitrogénio e carbono, fixacdo bioldgica do nitrogénio, atividades
enzimdticas, contfagem de grupos microbianos e biomassa microbianade C, N, Pe S
(Jahnel, 1997; Melo & Marques, 2000; Fortes Neto, 2000; Fernandes & Bettiol, 2003).
Recentemente, também, os métodos moleculares de extracdo de DNA do solo e a
andlise de fosfolipidios estdo sendo utilizados na obtencdo de indicadores para
avaliacdo do impacto ocasionado pela presenca de agentes poluentes no solo (Torsvik

et al., 1998; Macnaughton et al., 1999).
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Deve-se considerar que uma mesma atividade pode ser realizada por diferentes
tipos de microrganismos (como, por exemplo, a amonificacdo), de tal modo que o
efeito negativo sobre uma determinada comunidade pode ser compensado por um

efeito positivo sobre outra que exerca o mesmo tipo de transformacéo da matéria
orgénica (Melo & Marques, 2000)

Estudos integrados das atividades microbianas poderdo fornecer dados
importantes para a elaborag@o de indices de qualidade biolégica do solo, necessérios
para diagnosticar e monitorar impactos ambientais sobre a microbiota do solo

(Campbell et al. 1992; Turco et al., 1994; Brookes, 1995; Obbard, 2001).

3. Medidas Microbiolégicas do Solo

3.1 Biomassa Microbiana

Um das medidas microbiolégicas mais usadas em estudos de impacto
ambiental sobre a microbiota do solo é a quantificacdo da biomassa microbiana do
solo. E considerada tanto um agente de transformacéo, pelo qual passam todos os
materiais organicos adicionados ao solo, quanto um reservatério de nutrientes, sendo
o seu estudo de grande importGncia em sistemas de manejo do solo, uma vez que
influi na dindmica dos nutrientes e na fertilidade do solo (Brookes, 1995). Dentro
desse contexto, a biomassa microbiana é considerada um pardmetro indicador da
qualidade do solo, pois o seu acompanhamento reflete as modificacdes que ocorrem

como resultado do preparo e da aplicacéo de residuos orgénicos no solo (Chander &
Brookes, 1993; Turco et al., 1994; Karlem et al., 1997; Balota et al., 1998).

A biomassa microbiana do solo pode ser determinada por meio de métodos
de microscopia direta, fumigacdo-incubacdo e fumigacdo-extracdo (Jenkinson &

Powlson, 1976; Brookes & McGrath, 1984).

A microscopia direta é o método mais antigo utilizado na avaliacdo da biomassa
microbiana e, embora tenha sido substituida por outros métodos, pode fornecer
informacdes Uteis sobre a natureza e a composicdo da microbiota do solo. As principais
desvantagens sGo o tempo maior necessdrio para a andlise, o treinamento técnico
necessdrio para proceder & separacéo visual dos componentes microbianos de outros
materiais e o uso de diversos fatores de conversao (Wardle & Parkinson, 1990). Na
microscopia direta, as biomassas de bactérias e fungos devem ser analisadas
separadamente.

O método de fumigagdo-incubacdo apresenta a vantagem de permitir a
obtencdo de resultados referentes & taxa de respiracéo do solo e, ao mesmo
tempo, de estimar a biomassa microbiana pela diferenca de emissédo de CO,
entre amostras de solo ndo fumigadas e fumigadas. Entretanto, esse método tem
limitacdo, como a de ndo ser aplicdvel em condicées de solos dcidos, ou
encharcados ou com adicéo recente de residuos organicos (Jenkinson & Powlson,
1976; Ocio & Brookes, 1990). Nesse caso, o método de fumigacao-extracdo é
mais indicado, porque o carbono, proveniente da comunidade microbiana morta,
¢ determinado por extracdo quimica.
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Evitam-se, assim, os problemas associados ao perfodo de incubacéo, tais
como inibicdo do desenvolvimento microbiano pela acidez do solo, variagéo da
umidade e da temperatura, imobilizagéo de nitrogénio e desnitrificacdo, que interferem
na liberacéo do CO, durante a incubacdo. Por isso, o método de fumigacao-extracéo
pode ser aplicado a uma grande variedade de solos, inclusive aqueles com baixo
pH, alto teor de matéria orgdnica fresca e baixo teor de umidade (Brookes & McGrath,

1984; Feigl et al., 1995).

As medidas de biomassa microbiana certamente tém suas limitacdes para
avaliar a qualidade do solo, uma vez que ndo permitem a avaliacdo das alteracoes
na estrutura da comunidade microbiana, por exemplo, as mudancas que ocorrem na
dindmica das populacées de fungos e bactérias no solo. No entanto, esse pardmetro,
quando comparado a outros mais sensiveis para determinar o nivel de degradacdo
do solo, tem-se revelado muito mais preciso para indicar as mudancas iniciais no
confetdo de matéria organica do solo (Powlson et al., 1987; Brookes, 1995).

3.2 Respiragdo da Microbiota

A respirometria € um método que determina a quantidade de carbono liberado
na forma de CO,, resultante da decomposicéo da matéria orgénica pela comunidade
microbiana quimiorganotréfica aerdbia do solo. Permite quantificar o carbono que
estd sendo degradado no solo e também verificar se as condicées climdticas, o manejo
do solo e a presenca de elementos poluentes estdo ou ndo comprometendo a atividade
microbiana durante a decomposicéo e a mineralizacéo do carbono no solo.

A liberacéo de CO, é um método que, quando utilizado sob condicoes
controladas de umidade (40-50% da capacidade de campo) e temperatura (15-25°C),
fornece resultados confiaveis a respeito de poluicao do solo (Jenkinson & Powlson, 1976).
Entretanto, durante a aplicacdo do método, deve-se verificar se a emissdo do CO
reflete as variacdes proporcionadas pelo ambiente (umidade e temperatura) ou dé
agentes poluentes sobre a comunidade microbiana do solo (Brookes, 1995). Isso porque,
quando a respiracdo microbiana é determinada em amostras de solo coletadas no
campo, essas amostras estdo sob a influéncia das condicdes climdticas do momento da
coleta, o que poderd proporcionar acentuadas variacdes nos resultados (Brookes, 1995).
Estudos realizados por Cook & Graves (1987) mostram essa flutuacéo ou variagéo de
ordem natural. Nesse estudo, a liberacdo de CO, no solo foi monitorada diretamente
em uma drea no campo durante 52 semanas. A liberacdo do CO, foi méxima, com
aproximadamente 950 mg de CO, cm ™ de solo no verdo, quando a temperatura foi
bastante elevada; mas depois declinou para menos que a metade quando a condicéo
climética predominante foi de inverno, com baixa temperatura. A influéncia da variagéo
sazonal sobre a emisséo de CO, do solo em condicéo de campo também foi verificada
por Burke et al. (1995) e Trasar-Cepeda et al. (2000).

No Brasil, Cattelan & Vidor (1990) e Balota et al. (1998) avaliaram a atividade
microbiana do solo submetido a sistemas de preparo e sucesséo de culturas e verificaram
que as amostras de solo obtidas no inverno apresentaram menor atividade respiratéria
basal que as do verdo, porque nesta estacdo a temperatura varia dentro de uma
faixa considerada adequada para a maioria dos microrganismos do solo.
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3.3 Quantificagdo de Microrganismos

A contagem de microrganismos no solo é uma medida que poderd ser obtida
direfamente por microscopia ou estimada por métodos indiretos, quando os propdgulos
existentes na amostra séo capazes de formar colénias. Em todos os procedimentos de
isolamento, os microrganismos s@o obtidos em condigdes naturais e colocados em
condicées artificiais. Dessa maneira, em qualquer que seja o método empregado,
haverd selecdo dos microrganismos, seja pelo meio de cultura utilizado ou pelas
condicées ambientais do cultivo. Geralmente, a contagem de microrganismos do solo
é realizada pela técnica de plagueamento em meio de cultura. Esse procedimento
detecta um nGmero menor de espécies de microrganismos que ocorre naturalmente
no solo, pois favorece o crescimento de um pequeno grupo de espécies de metabolismo
répido e adaptadas a sobreviver em solo relativamente deficiente em nutrientes (Brookes

& McGrath, 1984; Jahnel 1997; Elsas, 1997).

3.4 Atividade Enzimdtica

A atividade enzimdtica é importante porque estd relacionada a inGmeras
reacdes necessdrias para a vida microbiana no solo, como decomposicdo de
residuos orgénicos, ciclagem de nutrientes, formacdo da matéria orgdnica e
estruturacdo do solo, constituindo-se dessa forma, em um indicador sensivel para
ser utilizado na avaliacdo da qualidade do solo (Dick, 1994; Elsas, 1997;
Fernandes, 1999).

A determinacdo da atividade enzimdtica no solo pode ser realizada pela
avaliagdo das atividades de enzimas especificas ou pelo estudo das taxas de
transformacéo de substratos adicionados ao solo. Os métodos para a determinacéo
da atividade enzimdética em amostras de solo envolvem a adicdo de um substrato
adequado e a incubacdo, por um determinado tempo, seguindo-se a quantificacdo
do produto da transformacéo do substrato ou da quantidade do produto remanescente
na amostra (Elsas, 1997). Alguns cuidados devem ser tomados em relagéo a:
manutencéo das caracteristicas do local de amostragem do solo; obtencéo, preparo
e armazenamento das amostras; inibicdo da atividade microbiana; concentracéo do
substrato, pH do meio e tempo de incubacdo das amostras ( Dick, 1994; Elsas, 1997;
Fernandes, 1999).

4. Alguns Agentes Poluentes e a Microbiota do Solo

4.1 Pesticidas

O impacto desses produtos sobre o meio ambiente é assunto polémico e
amplamente debatido por toda a sociedade e comunidade cientifica. Seus impactos
sobre a microbiota do solo e os processos bioldgicos sdo dificilmente determinados
com precisdo, devido & natureza, heterogeneidade, dindmica e respostas adaptativas

da comunidade microbiana (Siqueira, 1988; Mafra & Miklés, 1998a).
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A rapida biodegrabilidade é um dos principais atributos para que um produto
ndo seja poluente. Entretanto, quando sua dissipacdo ¢ lenta, hé4 acumulacdo no
ambiente, alterando o equilibrio natural do ecossistema, podendo entrar na cadeia
alimentar. Assim, os pesticidas podem ser classificados quanto a sua meia vida em:
biodegraddveis, aqueles que possuem meia vida menor que 3 semanas (2,4-D,
Paration, Timet); moderadamente persistentes, com meia vida entre 3 semanas & 12
meses (Dalapon, Atrazina); e persistentes ou recalcitrantes, com meia vida superior a
um ano (maioria dos hidrocarbonetos clorados, como DDT e Toxafeno) (Mafra &

Miklés, 1998a; Dellamatrice, 2000).

O pesticida ideal é aquele que ao ser aplicado cumpra seu objetivo e seja
degradado rapidamente a produtos de ocorréncia comum no meio ambiente, como
CO, 4gua, produtos orgdnicos e inorgénicos mais simples. Uma ampla faixa de
micgorgonismos é capaz de utilizar pesticidas como substratos para crescimento,
promovendo sua decomposicdo no solo. Exemplos de géneros de microrganismos
com capacidade de transformar ou degradar pesticidas é apresentado na tabela 1.
Esses microrganismos promovem alteracdes quimicas diversas, que sdo mediadas por
enzimas, e variam de simples fransformacdes, como a remocédo de dtomos da molécula,
até a sua mineralizacéo completa (Siqueira, 1988; Dellamatrice, 2000).

Tabela 1. Géneros de microrganismos heterotréficos do solo com espécies aptas a degradar pesticidas
(baseado em Alexander, 1977 e Siqueira, 1988).

Microrganismos Geéneros com espécies de acdo comprovada

Bactérias Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Flavibacterium,
Klebsiella, Pseudomonas, Xanthomonas, Archromobacter, Rhodotorula, Aerobacter,
Hydrogenomonas e Brevibacterium

Fungos Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Glomerella, Mucor, Penicillium,
Rhizoctonia e Trichoderma

Actinomicetos Micromonospora, Nocardia e Streptomyces

Algas e protozodrios ~ Podem modificar, mas ndo usam os pesticidas como substrato; portanto, ndo os
decompéem.

Os efeitos negativos dos pesticidas devem ser avaliados por indicadores
especificos, como a taxa de mineralizacéo, nitrificacdo e atividade enzimética,
considerando sua magnitude, duragéo e persisténcia, sendo considerados criticos, ou
potencialmente perigosos, aqueles efeitos com duracdo superior a 60 dias. Utilizando-
se desse conceito, especialistas alemdes verificaram que em apenas 2% dos 734
experimentos analisados, os pesticidas seriam considerados criticos, com possivel
impacto sobre o ambiente (Siqueira, 1988). Embora esse resultado deva ser interpretado
com cuidado, indica que a aplicacdo de pesticidas especificos, em doses
recomendadas, ndo parece resultar em efeitos deletérios aos microrganismos néo
alvos e aos processos microbiolégicos do solo (Siqueira, 1988; Ostiz, 1991; Mafra &

Miklés, 1998a; Dellamatrice, 2000).

A transformacéo ou degradacéo dos pesticidas no solo ocorrem em funcédo
de vdrias reacdes bidticas e abidticas que compreendem: reacdes primdrias (oxidacdo,
reducdo, hidrélise) e secunddrias (conjugacdes e reacdes com constituintes do solo),
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sendo que o grau de persisténcia é influenciado pelas condicées ambientais
(temperatura, umidade, profundidade do solo, aeracdo, etc), presenca de outros
pesticidas e caracteristicas quimicas da prépria molécula. A degradacéo pode levar &
formacao de outro composto secunddrio ou & mineralizacdo com a formacdo de
produtos simples como CO , dgua e substéncias inorgdnicas pela degradacéo
completa da substéncia. A eficiéncia na transformacéo de um produto com a producédo
de CO e biomassa depende da espécie, composto quimico, concentragéo do
composQ’ro e fatores ambientais (Mafra & Miklés, 1998a; Dellamatrice, 2000).

Outro tipo de transformacéao, chamada co-metabolismo, ocorre com alteracées
na molécula sem que esta seja utilizada como fonte de energia pelos microrganismos,
que ndo tém suas populacdes aumentadas. Utilizam uma segunda fonte de energia
para crescimento. Geralmente ocorre degradacéo incompleta da molécula com
producdo de metabdlitos, por reacdes como hidrélise, substituicdo ou oxidacdo. Esses
metabélitos podem ser degradados por outros microrganismos ou se acumularem no
ambiente (Dellamatrice, 2000).

Desse modo, a desativacdo de um determinado produto téxico no solo pode
consistir de uma simples reacdo, que causa a sua desintoxicacdo, a uma seqiéncia
de transformacaes, envolvendo mecanismos diversos, que promovem sua degradacdo
ou mineralizacdo completa. O DDT é considerado recalcitrante na natureza, mas
vdrios organismos possuem enzimas capazes de degradd-lo, embora vagarosamente.
J& o herbicida 2,4-D é facilmente decomposto por microrganismos que, por
transformacées diversas, retiram energia para o crescimento e transformam os
constituintes orgénicos em minerais simples (Siqueira, 1988; Ostiz, 1991; Mafra &

Miklés, 1998a; Dellamatrice, 2000).

Os pardmetros microbioldgicos mais utilizados para avaliar o impacto dos pesticidas
na microbiota do solo estdo apresentados na tabela 2. Verifica-se que a composicdo
quimica do produto é responsdvel pelo favorecimento seletivo de enzimas e de grupos
microbianos no solo e que a determinacéo de CO; liberado do solo com pesticida
radiomarcado é a medida mais utilizada na pesquisa de biodegradacao (Monteiro, 2001).

4.2 Fertilizantes

Os fertilizantes minerais e o calcério favorecem o desenvolvimento seletivo de
microrganismos de forma direta, pela mudanca do pH e disponibilizacéo de nutrientes
as células dos microrganismos, e de forma indireta pela maior producéo vegetal, que
acarreta um aumento da atividade rizosférica (Cattelan & Vidor, 1990).

O nitrogénio, fosforo, potdssio e enxofre, existentes na composicdo dos
fertilizantes, e do cdlcio, no calcdrio, sGo componentes essenciais para os
microrganismos e por isso tendem a influenciar o crescimento e a atividade da
comunidade microbiana, influenciando, em conseqiiéncia, inGmeros processos
metabdlicos importantes nas transformacdes desses elementos no solo e também na
mineralizacdo da matéria orgénica (Mafra & Miklés, 1998b). Convém ressaltar que o
aumento da atividade microbiana de um solo em resposta & adicéo de nutrientes
minerais estd diretamente relacionado com as suas caracteristicas quimicas naturais.

265



Paulo Fortes Neto, Silvana Aparecida
Pavan Fernandes e Marcelo Cabral Jahnel

Tabela 2. Parametros microbianos utilizadas para avaliar o impacto de pesticidas na microbiota do solo.

Medidas microbiolégicas Produtos Referéncias
Liberacdo CO Ametrina, Atrazina, Costa (1992), Monteiro et al (1995),
’ Metolaclor, Barros (1998), Silva (1999),
Hexaclorobenzeno, Monteiro et al (1999),
Pentaclorofenol Peixoto, et al (2000), Langerbach (2000),
Brockelmann (2001)
Contagem de microrganismos Propanil, Atrazina, Brigante (1995), Spessoto (1996),
Carbendazin, Monteiro et al (1996),
Diuron, Silva (1996), Esposito, et al (1998),
Carbetamida, Sanyal & Kulshrestha (1999),
Metolaclor Roque (2000), Hole, et al (2001)
Atividades enzimdticas Endolsulfan, Santos & Monteiro (1994)
Aldicarbe

A adicdo de ferilizantes nitrogenados tende a inibir o desenvolvimento da
simbiose entre os microrganismos fixadores de nitrogénio e as leguminosas, devido &
pronta disponibilidade de nitrogénio para as plantas. No entanto, a aplicacdo de
nitrogénio estimula a comunidade de microrganismos responsaveis pela decomposicéo
da matéria orgdnica no solo. A esse respeito, Della Bruna, et al. (1991), estudando a
atividade da microbiota em solos tratados com 50 mg kg de Ureia, 300 mg kg de
fosfato monobdsico e uma mistura de CaCO; + MgO (3:1), constataram que a
adicdo desses elementos minerais estimulou a atividade dos microrganismos do solo,
resultando assim, em um aumento de 34% no desprendimento de C-CO, em relacéo
ao solo sem a adicdo dos fertilizantes. Resultados similares também foram obtidos por
Minhoni et al. (1990) em solos tratados com vinhaca, palha de soja e bagaco de
cana e complementados com doses de sulfato de aménio e apatita-de-araxd, como
fonte de fosfato. A complementacdo mineral com nitrogénio e fésforo favoreceu a
atividade microbiana na decomposicéo dos residuos orgénicos adicionados ao solo.
Catellan & Vidor (1990) constataram que o nitrogénio foi um fator limitante para o
desenvolvimento da comunidade bacteriana em um solo ndo adubado com nitrogénio
e cultivado com gramineas.

Fertilizantes fosfatados soltveis poderdo, dependendo da dose, inibir a
colonizacédo radicular e a producéo de micélio ativo e externo total dos fungos
micorrizicos arbusculares (Melloni, et al. 2000; Nogueira & Cardoso, 2001). Esses
resultados sugerem certo cuidado no emprego de fungos micorrizicos como indicadores
da qualidade do solo, pois o estabelecimento da simbiose micorrizica é um processo
dinédmico, em que as mais variadas condi¢des do hospedeiro influenciam o simbionte,
e vice-versa, fanto no que se refere & disponibilidade de fésforo quanto & adaptacdo
do fungo as condicées do meio (Nogueira & Cardoso, 2001)

Os fertilizantes, além de atuarem diretamente sobre a planta, podem interferir
na incidéncia de doencas, por causa de seus efeitos indiretos sobre o solo e sua
microbiota, alterando a relacdo patégeno — microrganismos antagonistas na rizosfera.
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Plantas ndo adubadas ou que receberam apenas N ou NPK mostraram reducéo
acentuada na comunidade de fungos, bactérias e actinomicetos antagonistas ao
Fusarium oxysporum na rizosfera e maior severidade da doenca. Em adicdo a esse
efeito indireto, a aplicacdo de fertilizantes pode reduzir a viruléncia do patdégeno,
interferindo na sobrevivéncia, viabilidade e germinacéo dos propdgulos no solo,
penetracdo e infeccdo das raizes e supresséo de enzimas especificas do processo de
patogenicidade, como as pectinases (Siqueira, 1988; Mafra & Miklés, 1998b). Na
literatura, encontram-se trabalhos que abordam os possiveis efeitos prejudiciais dos
fertilizantes minerais solUveis ao ambiente (Mafra & Miklés, 1998b).

4.3. Lodo de Esgoto

O lodo de esgoto é o residuo que se obtém apds o tratamento de dguas
servidas (esgotos), com a finalidade de tornd-la menos poluida, de modo a permitir
seu reforno ao ambiente sem que seja agente de poluicdo (Melo & Marques, 2000).

O lodo de esgoto, além de conter alto teor de matéria orgénica (40-75 g dm_3),
que pode melhorar as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo, possui
quantidades aprecidveis de nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo, podendo
ser usado como fonte desses elementos para o crescimento das plantas (Melo et al.,
2001). Entretanto, juntamente com o material orgénico e com os nutrientes disponiveis
as plantas, o emprego de determinados lodos pode ser limitado pela presenca de
metais pesados, como Cu, Ni, Fe, Zn, Mn, Co, Hg, Cd, Pb e Cr, os quais, em
quantidades considerdveis, podem levar & contaminagéo do solo e das plantas (Giller
etal., 1998; Melo etal., 2001). Os metais pesados podem influenciar o crescimento,
a morfologia e o metabolismo dos microrganismos do solo, reduzindo a atividade
microbiana e a fertilidade do solo (Kelly & Tate 1998; Sandaa & Enger, 2001; Obbard,
20071; Moreno et al., 2001).

Nos estudos realizados para avaliar o impacto da aplicagéo de lodo de esgoto
na microbiota do solo, verifica-se que a atividade microbiana, de uma maneira geral,
ndo ¢ influenciada quando o lodo contendo metais pesados é adicionado ao solo.
.Wlohnel (1997) verificou que a adicdo de lodo de curtume, contendo 1.142,4 mg kg

de Cr, ao invés de diminuir, estimulou a liberacéo de CO; no solo. Segundo o autor,
isso ocorreu, provavelmente, devido & presenca de matéria orgdnica prontamente
decomponivel e ao alto teor de nutrientes existentes no lodo. Fortes Neto (2000) e
Fernandes & Bettiol (2003) observaram acréscimo na liberacéo de CO, com o aumento
da dose de lodo de esgoto, ndo ocorrendo, em nenhuma das doses, inibicdo do
processo respiratério, mesmo na dose mais elevada que correspondeu a 32 Mg ha
de lodo da ETE-Barueri.

De acordo com Lo et al. (1992), a matéria orgénica do lodo e do solo atuam
na complexacéo de metais, reduzindo a sua disponibilidade a curto prazo e,
conseqientemente, a sua toxicidade, fornecendo, ao mesmo tempo, carbono para
os microrganismos do solo. Entretanto, a auséncia de efeitos prejudiciais da aplicacdo
de lodo contendo metais pesados a curto prazo ndo é garantia de que, posteriormente,
tais efeitos sobre a atividade e comunidade microbianas venham a ocorrer (Witter et

al., 1994).
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A liberacéo de CO, é influenciada pela concentracéo e tipo de metal pesado
somente quando é adicionado ao solo na forma inorgdnica. Hattori (1989, 1992)
verificou uma reducdo acentuada na taxa de liberacdo de CO,, quando foram
aplicadas no solo quantidades de metais pesados semelhantes aquelas encontradas
no lodo, porém sob a forma de sais minerais. Essa tendéncia de reducéo na respiracéo
microbiana, de acordo com Leita et al. (1995), ocorre porque os metais pesados
livres s@o rapidamente dissolvidos na solucdo do solo e ficam disponiveis para serem
absorvidos pelos microrganismos, causando modificacdes na morfologia, inibicdo
no crescimento e alteracées no metabolismo, por meio de distUrbios funcionais,
desnaturacdo de proteinas e destruicdo da integridade da membrana celular.

Os efeitos da aplicacéo de lodo na biomassa microbiana do solo estéo
relacionados & concentracéo, ao tipo e & forma de metais pesados liberados pela
decomposic@o do lodo no solo. Brookes e Mc Grath (1984) e Dodson et al. (1997)
verificaram que a adicdo de lodo contaminado com metais pesados proporcionou
uma reducd@o na biomassa microbiana do solo. No entanto, Jahnel (1997), Fortes
Neto (2000) e Fernandes e Bettiol (2003) verificaram que a biomassa microbiana do
solo ndo diminuiu com a aplicacéo de lodo de esgoto.

Quanto ao tempo para avaliar a acéo dos metais pesados liberados pela
mineralizacdo do lodo sobre a biomassa microbiana, Fliebbach et al. (1994) e Chander
et al. (1995) observaram que a adicdo de lodo contendo metais pesados causou
aumento na biomassa microbiana durante quatro semanas, diminuindo apés 64
semanas de incubacéo. Entretanto, no solo que recebeu o lodo com baixos teores de
metais pesados, a biomassa microbiana aumentou. Provavelmente, a reducéo na
biomassa microbiana do solo pelo lodo com concentracées mais elevadas de metais
pesados ocorreu porque os complexos orgdnicos contendo os metais foram
desestabilizados, quando o carbono dos agentes ligantes foi consumido pelos
microrganismos e os metais foram liberados para a solucdo e imobilizados pela
microbiota do solo.

A aplicacdo de lodo de esgoto pode alterar varios processos bioguimicos do
solo e a determinacdo de enzimas especificas do ciclo do C e N pode ajudar na
compreensdo da dindmica da matéria organica do solo.

De acordo com Giller et al. (1998), Kunito et al. (2001) e Moreno et al.
(2001), a atividade enzimética do solo foi inibida com o aumento da concentracéo
de metais pesados presentes no solo, que foram adicionados como lodo de esgoto
ou pela adi¢do de sais. Entretanto, j& se verificou que a atividade enzimatica do solo
pode ndo ser inibida com a aplicacéo de lodo de esgoto, tanto com baixa quanto
alta concentracdo de metais pesados (Brendecke et al., 1993; Banerjee et al., 1997;
Traser-Cepeda et al., 2000; Albiach et al., 2000; Rost et al., 2001 e Fernandes e
Bettiol, 2003).

Quanto & mineralizagdo do nitrogénio, varios trabalhos relatam a inibicéo
dos processos de amonificacdo e nitrificacdo pelos metais pesados liberados pelo
lodo. Chander et al. (1995), utilizando lodo com concentracéo de zinco, cobre e
c4ddmio duas vezes superior ao limite estabelecido pela legislacdo americana,
constataram que a presenca desses metais pesados inibiu a acéo dos microrganismos
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na mineralizacdo do nitrogénio no solo. Em um trabalho similar, com esterco, composto
urbano e lodo enriquecido com zinco, cobre e cadmio, Hassen et al. (1998) verificaram
que elevadas concentracdes desses metais inibiram a amonificacéo e nitrificacéo e
que baixas concentracées favoreceram a imobilizacdo do nitrogénio.

Hd& consenso geral de que os efeitos dos metais pesados na mineralizacdo de
nitrogénio s&o dificeis de serem avaliados. As dificuldades sdo a falta de padronizacdo
dos procedimentos experimentais e variagéo nas propriedades do solo, que podem
alterar a toxicidade absoluta ou relativa do metal e, também, porque existe um grande
nUmero de microrganismos capazes de mineralizar os compostos nitrogenados (Baath,
1989). Segundo Duxbury (1985), a informacéo sobre a acdo dos agentes poluentes
nesses processos é conflitante e recomenda-se cautela na avaliacdo. Isso porque o
processo de adaptacdo aos metais pesados e a selecdo de estirpes resistentes podem
ocorrer em prazo tdo curto quanto o perfodo de exposicdo dos microrganismos do
solo ao lodo (Rother et al., 1992).
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Capitulo 15

Uso de Residuos na Agricultura
e Qualidade Ambiental

Wanderley José de MELO ()

1. Introdugéo

O crescimento populacional gera a necessidade de aumento na producéo de
alimentos, que pode ser obtido pela incorporacéo de novas dreas ao sistema produtivo
ou pela adogdo de técnicas que aumentem a produtividade. Para aumentar a
produtividade os agricultores fazem uso de insumos (calcdrio, fertilizantes minerais,
inseticidas, fungicidas, herbicidas, antibiéticos, reguladores de crescimento e, mais
recentemente, sementes fransgénicas) que, & medida que resolvem alguns dos
problemas, criom outros, como o desequilibrio biolégico, a poluicdo ambiental, o
acUumulo de residuos urbanos e industriais. Dessa forma, no momento atual da histéria,
a equacdo a ser resolvida é a recuperacéo das dreas degradadas, o desenvolvimento
de sistemas de producéo sustentdveis e um destino ambiental e economicamente correto
para os inimeros residuos gerados pelas diferentes atividades antrépicas.

A concentracéo desordenada do homem em grandes centros urbanos e a
exigéncia cada vez maior de bens de consumo levam & producdo de grandes
quantidades de residuos como o lodo das Estacoes de Tratamento de Esgoto (ETEs),
o lodo das Estacées de Tratamento de Agua (ETAs), o lixo doméstico, o lixo da
construcéo civil, o lixo hospitalar, dentre outros, que se concentram em pequenas
dreas e devem ser dispostos de maneira racional, sem causar riscos & satde do homem
e dos animais, & degradacdo do meio ambiente e ao sistema de producéo agricola
e pecudria.

Pelos volumes gerados e pela importéncia atual, dar-se-&, neste capitulo, énfase
para o lodo gerado nas ETEs (lodo de esgoto ou biossélido) e o lodo gerado nas

ETAs.

(1) Professor - Universidade Estadual Paulista, Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrdrias e
Veterindrias. Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, km 05, CEP 14.884-900, Jaboticabal, SP. E-mail:
wimelo@fcav.unesp.br.
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2. Composigdo e Impactos Causados pelos Residuios

A composicdo dos residuos atualmente produzidos e acumulados,
principalmente nos grandes centros urbanos, é extremamente variavel (Tabelas 1 e 2),
resultando em diferentes impactos sobre o meio ambiente, o que dificulta a definicéo
de uma destinac@o ambiental e economicamente correta para os mesmos. Residuos
com elevado contetdo de matéria orgénica e nutrientes de plantas, pobres em
componentes téxicos e em agentes fransmissores ou causadores de doencas podem
ser utilizados em dreas agricolas, substituindo parcial ou totalmente os fertilizantes
minerais. Residuos ricos em componentes téxicos ou com potencial para causar doencas
aos homens, aos animais, aos vegetais e aos organismos do solo devem ter uma
outra destinacéo, adequadamente construida e monitorada.

A composic@o quimica do lodo de esgoto é muito varidvel em funcdo da
origem dos processos utilizados no tratamento, incluindo os métodos de higienizacdo
e estabilizacdo adotados (Tabela 1). De modo geral, trata-se de um residuo rico em
matéria orgénica, N, P Ca e micronutrientes como Cu, Zn, Mn e Fe, com uma
composi¢cdo muito proxima & do esterco de galinha, residuo orgénico largamente
utilizado na agricultura, inclusive na chamada agricultura orgénica (Tabelas 2 e 3). E
pobre em K, de tal forma que seu uso na agricultura requer uma complementacéo
com esse macronutriente.

Contudo, ao lado dos componentes benéficos ao solo e & nutricéo das plantas,
o lodo de esgoto encerra em sua composicédo elementos, substdncias ou organismos
potencialmente prejudiciais & satde do homem. Tais componentes (Tabelas 4 a 6), de
modo direto ou indireto, podem entrar na cadeia alimentar, fato indesejavel e que
deve ser evitado a todo o custo. A Figura 1 mostra as principais rotas de entrada na
cadeia alimentar de metais pesados, POPs (produtos orgdnicos persistentes) e agentes
patogénicos presentes no lodo de esgoto, quando aplicado ao solo.

Atividade Resid
Antrépica esicuo

]7 Lodo de esgoto —l
Metais

— Agente
ms/ ST>( =
Aqua Faunado |, i ,—‘
——[oamen ||

Figura 1. Rotas de contaminagéo do homem por metais pesados, POPs e agentes patogénicos presentes no
lodo de esgoto aplicado no solo.
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O lodo de esgoto ainda pode encerrar em sua composicdo as chamadas
substéncias toxicas persistentes (Aldrin, Clordane, Dieldrin, Endrin, Heptaclor,
Heptaclorbenzeno, Mirex, Toxafeno, Bifenilas Poliacrlradas - PCBs, DDT, BHC,
Hexaclorobenzeno, Dioxinas). O Brasil, pelo decreto 5.472, de 22 de junho de 2005,
adotou os termos da Convencéo de Estocolmo, que regulamenta o uso dos chamados
produtos orgdnicos persistentes (POPs).

O lodo de esgoto gerado nos centros urbanos mais industrializados apresenta
um potencial de risco mais elevado, que se deve principalmente & presenca de
elementos e substancias téxicas (Tabela 1), ao passo que nos gerados nos centros
urbanos menos industrializados o maior potencial de risco esté na presenca de agentes
causadores de doencas, como os ovos de helmintos. E o caso, por exemplo, do lodo
de esgoto gerado na ETE de Franca, SP, que apresenta nimero de ovos vidveis de
helmintos mais elevado do que o permitido pela legislacdo ambiental vigente no
Estado, para uso na agricultura (Comparini & Sobrinho, 2002).

Tabela 1. Composicdo quimica do lodo de esgoto em funcéo da origem do esgoto e do processo utilizado
no fratamento ().

SABESP (SP) SANEPAR (PR)
Elemento :
ETE Barueri ETE Franca ETE Belém Ralf
gkg-1
22,5 79,1 49,1 22,1
P 3,2 10,6 37 21
K 0,04 0,63 15 14
Ca 72,9 22,1 15,9 8.3
Mg 9,6 2,1 6,0 3,0
S 5,1 nd nd nd
mg kg-1
Cu 703 98 439 89
Fe nd 42224 nd nd
Mn nd 1.868 nd nd
Zn 1.345 1.868 824 456
B nd nd 118 nd
Mo 23 1 nd nd

(1) Adaptado de Melo et al. (2002a). Ralf= reator anaerébio de lodo fluidizado. nd= nédo disponivel.

Dependendo da origem do esgoto e do tipo de tratamento realizado na ETE,
o residuo pode conter microrganismos patogénicos ao homem e aos animais, os
quais apresentam um tempo de vida varidvel no solo (Tabela 5) e na superficie dos
vegetais (Tabela 6), que depende do tipo de microrganismo, das condicées climdticas,
do tipo de solo e da espécie vegetal.

277



Wanderley José de Melo

Tabela 2. Macronutrientes em lodo de esgoto e alguns residuos organicos tradicionalmente utilizados na
agricultura. ()

Residuo C N P K Ca Mg S
g kg-1 (base seca)

Esterco bovino 486 27 18 32 30 9 3
Esterco de galinha 311 31 18 16 51 1

Esterco de porco 273 32 9 23 55 14 nd
Composto de lixo 278 10 3 5 19 2 3
Lodo de esgoto 340 32 16 4 32 12 4
Vinhaca 200 12 2 20 8 10
Torta de filtro 347 13 9 3 2 4 13
Torta de mamona 495 50 8 12 20 6 nd
Mucuna 461 23 5 23 15 3 nd
Crotalaria juncea 500 20 3 21 14 3 nd

(1) nd= ndo disponivel. Fonte: Raij et al. (1997).

Tabela 3. Micronu]trienfes em lodo de esgoto e alguns residuos organicos tradicionalmente utilizados na
agricultura. ()

Residuo B Cu Fe Mn Mo Zn
mg kg-1 (base seca)

Esterco bovino nd 160 7336 552 16 128
Cama poedeira nd nd nd 240 nd 210
Composto lixo 1,0 229 23325 304 22 340
Torta mamona nd 33 2876 77 nd 156
Cama frango nd nd nd 360 nd 280
Biossoélido 118 98,0 42224 242 9,2 1868

(1) nd= né&o disponivel. Fonte: Melo et al. (2002a).

. T . . - . 1
Tabela 4. Metais pesados em biossélido e outros residuos organicos de uso tradicional na agricultura ().

Residuo Cu Mn Zn Pb cd Ni Cr Hg
mg kg-1

Esterco bovino 38 nd 330 1,52 0 3,0 nd nd
Esterco galinha 31 nd 306 38 4,4 4,4 nd nd
Esterco porco 1100 nd 1009 13 nd 8,3 nd nd
Composto lixo 13-3580 60-3900 82-5894 1,3-2240  0,01-100 0,9-279 1,8-410  0,09-2,1
Biossolido 50-8000 60-3900 90-49000 2-7000 0-3410 6-5300 8-40600 1-260
Aguapé 33 nd 50 33 nd 17 nd nd

(1) Fontes: Raij et al. (1997), Ross (1994). nd= né&o determinado.
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De forma direta, os metais e organismos adicionados ao solo pelo lodo de
esgoto e outros residuos podem ser ingeridos, principalmente por criancas, ou aspirados
na forma de poeira. De forma indireta, podem chegar ao homem pelos alimentos de
origem vegetal ou animal, que foram contaminados pela presenca dos elementos,
substancias ou organismos perniciosos presentes no lodo de esgoto.

Tabela 5. Tempo de sobrevivéncia de agentes patogénicos no solo.

Organismo Tempo (dias)
Coliformes 477
Coliformes fecais 4-55
Streptococos fecais 8-770
Leptospira <15
Mycobacterium 10-450
Salmonella paratyphi >259
Salmonella typhi 11->280
Virus 90
Protozodrios e cistos 2
Helmintos e ovos 720

Fonte: EPA (1985).

Tabela 6. Sobrevivéncia de agentes patogénicos em vegetais.

Bactéria Espécie Tempo (dias)
i Tomate >30
Selicass Folhas de vegetais 35
Escherichia coli Vegetais <21
; Alface >35
Mycobacterium Rabanete ~13
' Rabanete 24-53
Salmonella typhi Alface 18.21
Folhas de vegetais 7-40
Folha de beterraba 21
Salmonella spp
Tomate 3-7
Couve 5
] Tomate 2-5
Shigella spp Folhas de vegetais 2-7
Vibrio cholerae Vegetais 5-7

Fonte: EPA (1985).

A composicéo do lodo de ETA também é muito varidvel, dependendo da
origem da dgua a ser tratada e do processo de tratamento utilizado, podendo conter
até 99% de umidade. Contém quantidades variadas de éxidos de cdlcio e de
magnésio, o que lhe confere um poder de neutralizagéo (Tabela 7), e de outros 6xidos
(6xidos de ferro, de aluminio e de silicio).
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Tabela 7. Poder de neutralizacgio do lodo de ETA gerado no DAAE de Araraquara-SP ()

Atributo %
CaO 9.8
MgO 423
PN 28,04

(1) PN= potencial de neutralizacdo. Fonte: informacdo pessoal da equipe técnica que opera a ETA.

Em resumo, o impacto positivo do lodo de esgoto e do lodo de ETA, quando
aplicados ao solo, estd em melhorar atributos fisicos, quimicos e biolégicos, com
potencial para fornecer nutrientes para as plantas. Dessa forma, contribuem para
diminuir as doses dos fertilizantes minerais, com diminuicéo nos custos da adubacéo e
nos impactos causados pelo seu uso, que fambém encerram em seu bojo uma série
de componentes téxicos.

O impacto negativo, por outro lado, reside na presenca dos metais pesados,
de substancias toxicas persistentes, da atracdo a transmissores de doencas e da presenca
de organismos patogénicos. Mesmo com relac@o aos nutrientes das plantas, se houver
desequilibrio entre os elementos presentes poderd ocorrer impacto negativo sobre o
desenvolvimento das plantas. E o caso do elevado teor de Ca, quando o lodo de
esgoto é tratado com cal, de Fe, Ca e Al, no lodo de ETA, em funcéo do tipo de
tratamento utilizado, em que o impacto no solo pode ser negativo, devido & grande
elevacdo no pH e ao desequilibrio na relacdo Ca/Mg e de outros nutrientes.

3. Uuso de Residuos na Agricultura

A possibilidade de uso de residuos em dreas agricolas, a quantidade de residuo
e o nimero de vezes em que a aplicacdo pode ser repetida vai depender de uma
série de fatores: composicéo do residuo, clima da regido, tipo de cultura, tipo de
solo, declividade do terreno, localizacéo da drea, principalmente com relacéo &
presenca de cursos d’dgua e movimento de pessoas e animais.

Os lodos de esgoto e de ETA que apresentem baixo contetdo em metais
pesados, em organismos patogénicos, em substancias téxicas persistentes, com bom
equilibrio entre os nutrientes das plantas e uma matéria orgénica de boa qualidade
podem ser utilizados com baixos riscos em dreas agricolas.

A aplicacdo do lodo de esgoto em dreas cultivadas tem melhorado as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, assim como causado diminuicéo
nos custos de producéo pela diminuicé@o no uso de fertilizantes minerais, que também
sdo agentes de poluicéo.

Os pesquisadores e os responsdveis pelos 6rgéos de fiscalizagdo ambiental
no Brasil t&m procurado por indices que possam definir a qualidade dos solos e
avaliar da forma mais incipiente possivel os impactos negativos causados pela prética
de aplicacdo de residuos em dreas agricolas, de modo a estabelecer uma legislacédo
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que regulamente o assunto. Esse objetivo ainda néo foi alcancado, de tal modo
que ainda hoje predominam as legislacdes com base no contetdo de agentes
causadores de impactos negativos e doses acumuladas que se permitem atingir em
dado espaco de tempo.

Muitos trabalhos t&m sido realizados com o objetivo de avaliar os efeitos sobre
as propriedades do solo, a produtividade das culturas e os riscos de poluicdo do solo
e de fransmisséo de doencas. Contudo, a grande maioria dos trabalhos tem se limitado
a estudos em vasos ou em condicdes de campo em experimentos com curta duracéo.

O lodo de ETA apresenta potencial poluidor, ndo devendo ser retornado aos
mananciais hidricos, sob o risco de severos danos ao ambiente. Dentre as alternativas
de disposicéao final para o lodo de ETA incluem-se: aplicacéo ao solo (agricultura,
floresta, recuperacdo do solo), aterros sanitdrios, fabricacéo de cimento e tijolos,
compostagem (em mistura com lodo de ETE) e producéo de vasos.

Para alguns pesquisadores, o lodo de ETA néo incorpora interesse agronémico,
principalmente devido ao uso de coagulantes no processo de tratamento da dgua,
mas pode ser utilizado como material inerte, quando a concentracéo do coagulante

usado, principalmente o sulfato de aluminio, for baixa, ou se for misturado ao lodo
de esgoto, quando a ETA e a ETE estiverem préximas (SANEPAR, 2001).

Todavia, a aplicacdo de lodo de ETA em solos agricolas vem sendo praticada
em alguns estados norte-americanos e tem provocado melhoria na estrutura do solo,
elevacdo no pH, adicdo de nutrientes, aumento na umidade e na aeracédo, embora
também tenham sido observados efeitos negativos como aumento no potencial de
adsorcao de fésforo e fitotoxicidade por aluminio. No Estado de Atlanta (USA), o lodo
de ETA é removido diariomente e bombeado para tanques, onde permanece até atingir
teor de]umidode na faixa 10-15 %, sendo entdo aplicado ao solo na dose de 11-33
Mg ha . Dessa forma, séo tratados cerca de 200 ha ano  com lodo de ETA, fazendo-
se um controle frimestral da qualidade do lodo, do solo e das plantas. No Estado de

New Jersey (USA), onde se usa o aluminio como coagulante, o lodo qe ETA é aplicado

ao solo com cerca de 25-30% de umidade e na dose de 45 Mg ha  (Teixeira, 2004).

3.1. Efeitos Sobre as Propriedades Fisicas e Quimicas do Solo

De modo geral, a aplicacéo de lodo de esgoto ao solo tem colaborado para
melhoria de suas propriedades fisicas como densidade, capacidade de retencéo de
dgua e porosidade. Propriedades quimicas, principalmente as ligadas & fertilidade
do solo, também tém sido, via de regra, melhoradas pela adicéo de lodo de esgoto.

A aplicacao de lodo de esgoto em solo agricola tem causado diminuicéo na
densidade do solo (Jorge et al., 1991; Marciano, 1999), aumento no nimero de
macroagregados (Jorge et al., 1991), na porosidade total (Ortega et al., 1981;
Marciano, 1999) e na capacidade de retencéo de dgua (Jorge etal.,, 1991; Marciano,
1999). Melo et al. (2004) avaliaram o efeito da aplicagéo sucessiva de lodo de
esgoto em Latossolo Vermelho eutroférrico (LVef) e em Latossolo Vermelho distréfico
(LVd) sobre a densidade, porosidade e retencéo de dgua, observando que somente
ocorreram efeitos na camada 0-10 cm, na qual o lodo de esgoto foi incorporado.
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W0-10 cm W 10-20 cm W0-10 cm M 10-20 cm

Macroporos. (m3 m'3)
3 3
Macroporos. (m m")

0,0 25,0 47,5 50,0

Dose de lodo (Mg ha'l)

Dose de lodo (Mg ha'])

Figura 2. Macroporosidade em LVd (A) e em LVef (B) tratado com lodo de esgoto por cinco anos consecutivos
e cultivado com milho (Melo et al., 2004).
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Figura 3. Densidade em LVd (A) e em LVef (B) tratado com lodo de esgoto por cinco anos consecutivos e
cultivado com milho. (Fonte: Melo et al., 2004).

A macroporosidade foi superior a partir da dose acumulada de 47,5 Mg ha'
(base seca) no LVd e de 50 Mg ha' no LVef (Figura 2). A densidade do solo foi menor
na dose 50,0 Mg ha' (Figura 3). A aplicacdo de 50,0 Mg ha' néo alterou a
porosidade total, a microporosidade e a retencéo de dgua nos dois solos.

Entre as alteracdes quimicas mais comumente observadas estdo aumento no
teor de matéria orgdnica (Marques, 1997; Melo et al., 2002b), na CTC (Melo et al.,
1994; Melo et al., 2002a), no pH (Oliveira, 1995; Berton et al., 1997; Silva et al.,
1999), nos contetdos em fésforo (Ros et al., 1993; Marques, 1997; Silva et al.,
1999; Melo et al., 2002b), célcio, magnésio, enxofre (Marques, 1997, Silva et al.,
1999) e nitrogénio (Cunningham et al., 1975; Cripps et al,. 1992; Ros et al., 1993;
Melo, 2006). Aumentos também t&m sido observados para ferro, manganés, zinco e
cobre (Melo et al., 2002a). Apesar do lodo de esgoto ser pobre em K, Marques
(1997), em solo LE textura média cultivado com cana-de-agtcar, observou aumento
no teor de K extraivel apds um ano de aplicagéo do residuo. Os resultados de pesquisa
também tém evidenciado diminuicdo na acidez potencial (Marques, 1997; Silva et
al., 1998) e no contetdo de aluminio trocavel (Berton et al., 1989).

Ao lado dos beneficios esperados e observados, o lodo de esgoto pode causar
danos ao solo e ao ambiente pelo contetdo em metais pesados (Tabela 3), elevadas
concentracoes de nitrogénio e fésforo (Tabela 1), presenca de elementos e substancias
toxicas, de agentes causadores ou vetores de doencas.
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O comportamento dos metais pesados no solo depende da concentracéo, do
metal e de atributos do solo como acidez, conteddo e qualidade da matéria orgénica,
confetdo em éxidos de ferro, aluminio e manganés, contetdo e tipo dos minerais de
argila e potencial de redox. Em funcéo do conjunto de atributos do solo, do metal
pesado e de sua concentracdo, o metal pode se encontrar em forma biodisponivel
para as culturas e, dependendo da espécie vegetal, ser absorvido e translocado até
os gréos, podendo adentrar a cadeia tréfica dos animais e do homem. Em forma
solUvel e em solos com baixa capacidade de adsorcéo, os metais pesados podem se
deslocar para as camadas mais profundas e, dependendo da profundidade do solo,
atingir o lencol fredtico, sendo a dgua o portador para a entrada na cadeia tréfica.
Dessa forma, é de fundamental importancia, para uso de residuos em drea agricola,
conhecer sua composig@o em metais pesados e o seu comportamento no solo onde o
residuo serd aplicado.

Melo (2002), em estudo de trés anos com a cultura do milho cultivada em
solos (LVd e LVef) que receberam doses crescentes de lodo de esgoto rico em metais
pesados, verificou que o Ni se concentrou na camada superficial do solo, nédo se
movimentando no perfil. No mesmo experimento, mas apds seis anos de aplicacéo
de lodo rico em Ni, observou-se que a maior parte do metal se encontrava presente
na fracdo do solo altamente resistente & decomposicdo, somente sendo removido por
ataques sucessivos com HNO3, HCl e HF concentrados e a quente (Aguiar et al.,
2004; Oliveira et al., 2005). A fracéo do metal ligada & matéria orgénica encontrava-
se na fracdo humina, a forma mais estdvel da matéria orgénica do solo (Figura 4).

O nitrogénio e o fésforo, que se encontram no lodo de esgoto
predominantemente em forma orgdnica, ao serem mineralizados no solo, produzem
fosfatos e nitratos, que podem alcancar o lencol fredtico e serem agentes de poluicéo.

A adicéo de 6xidos e hidréxidos metdlicos ao solo pode melhorar suas
caracteristicas fisicas, melhorando a capacidade de retencéo de dgua e a
capacidade de troca catibnica, o que constitui o real beneficio da utilizacdo agricola
do lodo de ETA (Skene et al., 1995). Contudo, os éxidos e hidroxidos sdo fortes
adsorventes de elementos tracos, podendo diminuir sua disponibilidade. Segundo
a AWWA (1990), o problema mais sério associado & aplicacéo de lodo de ETA
em solo agricola é a adsorcdo de fésforo, sendo que quanto maior o teor de
goethita maior serd a adsorcao.

30 30
-~ 25 25
) ]
S 20 g 20
FIRE HF @15 HF
g 10 @HCI-HNO3 & o @ HCI-HNO3
E 5 B Mehlic 3 2 5 B Mehlic 3

0 0
Test 30 60 67,5 Test 30 60 67,5
Lodo de Esgoto (Mg ha™) Lodo de Esgoto (Mg ha™)

Figura 4. Formas de Ni em Latossolo Vermelho distréfico tratado com lodo de esgoto por seis anos
consecutivos e cultivado com milho. (Fonte: Aguiar et al., 2004).
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Um dos efeitos freqiientemente observados, quando se aplica lodo de ETA ao
solo, € um aumento no pH. Bugbee & Frink (1985), utilizando lodo de ETA (coagulante
aluminio), observaram aumentos de 0,5 a 1,0 unidade de pH na camada 0-10 cm
em solos de floresta, quando o lodo apresentava 22% de poder neutralizante. Heil &
Barbarick (1989) observaram aumento no pH de solos dcidos de 4,0 para 7,0, quando
adicionaram lodo de ETA (coagulante cloreto férrico) nas doses de 0,5 e 2,5%. Ao se
aplicar lodo de ETA (coagulante sulfato de aluminio) em solo degradado por
mineracdo de cassiterita, Silva et al. (2005) constataram elevacdo no pH de 4,9 para
8,2, aos 30 dias apds a aplicacdo, aumento nos teores de K (0,5 a 3,1 mmol. dm™),
Ca (5 a 46 mmol. dm?), Mg (2 a 16 mmol dm?), CTC (19,5 a 70,1 mmol dm) e
de 63 para 93% na sgturagdo por bases. Por outro lado, a acidez potencial caiu de
12 para 5 mmol. dm " (Tabela 8). Também ocorreu aumento no teor de C-orgénico
de 0,70 a 1,80 g kg e de N-total (0,04 a 0,22 g N kg solo), levando a relagéo C/
N a decrescer de 25,27 para 8,62 (Tabela 9).

Tabela 8. Fertilidade de solo degrgdodo pela minerac@o de cassiterita aos trinta dias apds a adicdo de doses
crescentes de lodo de ETA. ()

Trat. pH P (res) K Ca Mg H+Al SB T \Y

C(:|C|2 mg dm” —mmol dm®— %
Ta* 49 3 0,5 5 2 12 7,5 195 63
D1 8,1 4 2,1 40 14 5 56,2 61,2 92
D2 8,2 4 2,5 40 12 5 54,5 595 92
D3 82 4 31 46 16 5 65,1 70,1 93

(1) Ta = testemunha absoluta; D1, D2 e D3= 100, 150 e 200 mg kg™ solo de N-LETA, respectivamente (base
seca). Fonte: (Silva et al., 2005).

Tabela 9. C-orgénico, N-total e relacdo (;/N em solo degradado pela mineracdo de cassiterita, aos frinta

dias apés a adicdo de lodo de ETA.()

Trat. C N C/N

g kg-1 solo
Ta 0,70d 0,05b 17,33 a
Tq 0,53d 0,03 bc 25,27 a
D1 1,37 c 0,01b 14,78 ac
D2 1,62b 0,16a 10,32 ad
D3 1,80a 0,22d 8,62b

(1). Ta= testemunha absoluta, Tq= testemunha quimica, D1, D2 e D3= 100, 150 e 200 mg kg-1 solo de N-
LETA, respectivamente. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5%. (Fonte: Silva et al., 2005).

O teor total de fésforo do solo pode aumentar pela adicéo de lodo de ETA.
Contudo, em funcdo da elevacdo do pH do solo ou do conteddo em aluminio, caso
de solos dcidos, o teor de fésforo disponivel pode tornar-se téo baixo a ponto de as
plantas evidenciarem sinfomas de deficiéncia do elemento.
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Em funcdo do tratamento com cal, o lodo de ETA tende a elevar o teor de Ca
do solo, fato que pode causar danos ao desenvolvimento das plantas, uma vez que o
cdlcio em excesso concorre com a absorcéo de outros cétions, principalmente K e Mg.
No caso especifico dos dados contidos na tabela 8, a relacdo Ca/Mg foi da ordem
de 3:1 que, segundo Raij et al. (1997), estd na faixa adequada para o bom crescimento
das plantas. O lodo de ETA pode causar também aumento nos teores de alguns
micronutrientes, caso do Cu, Fe e Mn (Tabela 10) e de metais pesados, como pode
ser observado para o Ni (Figura 5).

Tabela 10. Teores totais de micronutrientes em solo degradado pela mineracéo de cassiterita, aos 25 dias

apés a adicdo de LETA. ()

Teores fotais (mg kg )

Tratamentos Mn Fo 0 7

Ta 187 c 228 c 37 bc 87a
Tq 169 ¢ 273 ¢ 33c 66b
D1 411b 77188b 46 b 74 ab
D2 526a 81192b 51a 77 ab
D3 601 a 97497 a 55a 8%a

(])'Toz testemunha absoluta, Tq= testemunha quimica. D1, D2 e D3= 100, 150 e 200 mg |<g'1 solo de N-
LETA, respectivamente. Médias seguidas de mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5%. (Fonte: Silva, 2004).

Niquel total (mg kg")

T1 T2 100 mgN 200mg N 300 mg N

Tratamentos

Figura 5. Ni em solo degradado pela mineracéo de cassiterita e tratado com lodo de ETA. T1= testemunha
absoluta, T2= testemunha quimica Valores seguidos das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%. (Fonte: Silva, 2004).

285



Wanderley José de Melo

3.2. Efeitos Sobre as Propriedades Biolégicas e Bioquimicas do Solo

Os residuos podem alterar a diversidade e a atividade dos organismos do
solo em funcéo de sua composicao, das doses aplicadas e das condicdes do ambiente.
A biomassa microbiana (BMS), a atividade respiratéria e a atividade enzimdtica séo
os primeiros atributos influenciados pela acdo dos poluentes presentes nos residuos,
de modo que podem ser fatores importantes na definicdo da qualidade do solo e na
orientacdo do tipo de residuo que se poderd aplicar ao solo e suas respectivas doses
e tempos de aplicacdo. Como resposta & presenca de metais pesados poderd ocorrer
reducéo na diversidade e atividade da microbiota, na formacédo e atividade de
simbioses radiculares, na velocidade de decomposicdo do material orgénico que
chega ao solo, com reflexos na ciclagem dos nutrientes, na degradacéo de substancias
toxicas e na imobilizacdo de metais pesados.

Os microrganismos sdo mais sensiveis aos metais que os demais organismos
do solo e que as plantas, de tal modo que a avaliacdo da biomassa microbiana do
solo (BMS) constitui-se em atributo que pode ser Util na avaliacdo dos efeitos negativos
dos residuos aplicados ao solo. Todavia, o efeito da aplicacdo de residuos sobre a
BMS depende do tipo de residuo, de sua constituicao, do tipo de solo, da profundidade
de amostragem, do lapso de tempo entre a aplicacéo do residuo e a amostragem e
da comunidade avaliada. Alguns microrganismos necessitam de maior tempo de
exposicdo para que ocorra reducdo na biomassa (Giller et al., 1998), de tal forma
que é importante considerar, também, se a avaliacdo é feita em relacdo & biomassa
total do solo ou a uma comunidade especifica.

Segundo Angers et al. (1993) e Horwath & Paul (1994), a microbiota do solo
pode ser usada como indicador biolégico da qualidade do solo, uma vez que responde
a toxicidade causada por poluentes.

Em funcdo do tipo e da composicdo do residuo e dos demais fatores que
influenciam seu comportamento no solo, a BMS pode néo ser alterada pela aplicacéo,
pode ser diminuida ou até mesmo aumentada, como conseqiéncia dos efeitos
benéficos da MO e seus efeitos nos atributos do solo e nos nutrientes presentes. Em
determinadas doses, mesmo contendo metais pesados, o lodo de esgoto pode causar
aumento na atividade biolégica do solo, uma vez que os metais pesados podem ser
complexados pelo componente coloidal, tornando-se indisponiveis para absorcéo
pelos microrganismos (Sastre et al., 1996).

Muitos trabalhos de pesquisa t8m demonstrado que a biodiversidade dos
solos correlaciona-se com sua qualidade e sustentabilidade, de tal modo que é muito
importante sua avaliacdo como resposta & aplicacéo de residuos. A quantificacéo da
biomassa microbiana por meio da determinacdo do contetdo de carbono (CBM)
permite detectar mais rapidamente as perturbacdes sofridas no equilibrio biolégico
do solo decorrentes do manejo adotado, pois reage com mais rapidez que os atributos
fisicos e quimicos (Powlson et al., 1987).

Normalmente, para se avaliar o efeito da aplicacdo de residuos sobre a
comunidade microbiana do solo, determina-se o CBM e fazem-se avaliacdes
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quantitativas das espécies de microrganismos presentes. Mais recentemente, as
similaridades e diversidades da biota do solo t8m sido avaliadas por determinacdo
de ésteres metilicos de dcidos graxos (FAME), métodos de PCR do rDNA 16S (PCR-
DGGE) e métodos de alta resolucédo, utilizando grupamentos de seqiéncias de 16S
rDNA (OFRG). Um lodo de esgoto com baixos niveis de metais pesados pode causar
pouca variacdo na estrutura da comunidade de bactérias em relacéo ao tratamento
testemunha e ao tratamento que recebeu lodo de esgoto com maior concentracdo de
metais pesados (Souza, 2002).

A aplicagéo de 370 Mg ha' de lodo de esgoto ao solo ndo afetou a
comunidade de bactérias e de desnitrificadores, aumentou o nimero de
actinomicetos e de fungos e diminuiu a comunidade de A]zofobocfer spp. (Melo et
al., 2002a).Doses de lodo de esgoto de até 160 Mg ha ', aplicadas & cultura do
tomateiro, néo influenciaram o conteddo de CBM, porém causaram aumento na
comunidade de bactérias e de fungos (Lima, 1994). Também Guerrero et al.
(2002a) avaliaram o efeito da aplicacéo de lodo de esgoto, compostado ou
ndo, sobre o CBM de solos degradados. Em solo degradado por explorogdo
agricola intensiva, o CBM aos 330 dias apés a oplico]géo de 30 Mg ha lodo de
esgoto ndo compostado variou de 121 a 505 mg kg para solos tratados e néo
tratados, respectivamente. Em solo degradado por condicées climéticas e pastagem,
os resultados foram cerca de 2,3 vezes maiores nos tratamentos que receberam
lodo de esgoto em relacéo ao tratamento testemunha.

Em Latossolo Vermelho-amarelo cultivado com eucalipto, somente foram
observados efeitos da adicdo de lodo de esgoto nos microrganismos do solo nas
doses elevadas, sendo que a BMS, o ndmero de bactérias e de amonificadores
refletiram a aplicacdo do lodo de esgoto, enquanto o nimero de fungos foi sensivel
somente nos primeiros 120 dias (Fortes Neto, 2000).

s

E preciso considerar que a avaliacéo da BMS isoladamente pode levar a
conclusées falsas, uma vez que, como resultado da aplicacdo do residuo, um
determinado grupo de organismos pode ndo ser influenciado, enquanto outros
podem sofrer efeitos positivos ou negativos, e a BMS, que representa a soma das
biomassas individuais, pode ser a mesma ou até mesmo maior. Além disso, a
biomassa microbiana do solo inclui o C de microrganismos mortos, uma vez que
o método de extracdo do CBM néo faz distingdo entre microrganismos vivos e
mortos. Assim, recomenda-se a avaliacdo conjunta da biomassa microbiana e de
atividades especificas, como a atividade de enzimas dos ciclos biogeoquimicos
do C, N, P S ou avaliacées da atividade bioldgica, como a atividade respiratéria.
A aplicacéo de uma dose de 3% de lodo de esgoto causou diminuicdo na atividade
biolégica do solo, o que foi atribuido ao efeito salino ou téxico dos metais pesados

(Guerrero et al., 2002b).

A presenca de metais pesados nos residuos pode afetar a BMS, dependendo
do metal presente, da concentracdo e de outros fatores que influenciam sua
disponibilidade. Segundo Chander & Brookes (1991), os metais pesados afetam a
BMS na seguinte ordem: Cu>Zn>Ni>Cd. Para os autores, a relacgo CBM/CO
(carbono orgénico) é um bom indice para avaliar o efeito dos metais.
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Para se avaliar o efeito da concentracdo de um determinado metal presente no
lodo de esgoto sobre a BMS seria necessdrio empregar lodos com ampla gama de
variacéo na concentracdo do metal de interesse, mas com a mesma composicdo nos
demais constituintes, o que é impossivel de se conseguir nas ETEs. Dessa forma, uma das
maneiras de realizar o estudo é contaminar artificialmente o lodo com o metal desejado,
mas considerando-se que o tipo de substancia portadora do metal (cloreto, sulfato, nitrato)
pode influenciar os resultados a serem obtidos. Também é impossivel atingir a mesma
forma de complexacdo com que o metal chega a um lodo de esgoto produzido em uma
ETE. Para diminuir esse efeito, pode-se fazer uma incubacdo prévia do sal portador do
metal com o lodo de esgoto, por um determinado periodo de tempo.

Silva et al. (1996) adicionaram, em condicées de casa-de-vegetacdo, 40 Mg ho
de |oo|o de esgoto previamente contaminado com 100, 300, 900 e 2700 mg kg 'de
' aum LVd, verificando que o metal ndo influenciou o CBM em trés épocas de
amostragem (imediatamente apds a incorporacéo, 90 e 158 dias apds). Os autores
atribuiram os resultados & complexacgéo do Cr pela MO (matéria organica) do lodo
de &sgoto, tornando-o indisponivel para os microrganismos, e também pelo fato do
Cr"” ndo ser a forma mais téxica do metal. Em experimento semelhante, em solo LVef,
Silva et al. (1997) constataram que a BMS foi modificada pela dose de Cr, pela
profundidade e pela época de amostragem, sendo que doses de Cr acima de 100
mg kg de lodo foram téxicas aos microrganismos, efeito que desapareceu aos 210
dias apds a aplicacdo do residuo. Os resultados deixam claro que a concentracédo de
metal téxica aos organismos ¢ influenciada pelas caracteristicas do solo e pelo tempo
de permanéncia do residuo no solo.

Silva et al. (1999) contaminaram um LVef com 200, 400 e 600 mg Pb kg_] na
forma de cloreto de chumbo e cultivaram aveia-preta. Aos 104 dias apés a
contaminacéo (60 dias apés a semeadura da aveia-preta) ndo observaram efeito
sobre o CBM e NBM (nitrogénio da biomassa microbiana) do solo. Entretanto, a
aplicacé@o de lodo de ETA a solo degradado pode causar aumento no CBM e NBM
(Tabela 11). Esse efeito estd associado ao aumento no teor de argila e o conseqiiente
aumento na capacidade de adsorcéo de compostos orgénicos, de nutrientes e de
metais, maior capacidade tampédo e protecdo dos microrganismos contra predadores

(Gama-Rodrigues, 1999).

A atividade biolégica do solo pode ser estimada por uma série de métodos,
sendo os mais comuns a respirometria e a atividade de enzimas como a desidrogenase
e o potencial de hidrélise do FDA (diacetato de fluoresceina).

A diversidade e a intensidade dos processos metabdlicos observados em solo
que recebeu doses elevadas de lodo de esgoto no inicio do perfodo de incubacdo
sdo indicativas de estimulo & microbiota nativa e da contribuicdo de novas células
microbianas (Lopes, 2001).

Trabalhos de pesquisa t8m demonstrado que a adicéo de residuos ricos em
material orgénico altera o quociente metabdlico (qCO ) do solo. Por outro lado, a
origem do esgoto, o método utilizado no seu tratamerito e fratamentos posteriores
aplicados ao lodo de esgoto obtido, como a compostagem, determinam respostas
diferentes do solo em relacdo & atividade respiratéria.
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Tabela 11. CBM e NBM em solo degradado pela mineragao de cassiterita 30 dias apés adicdo de lodo de

ETA. ( )

. Biomassa microbiana

ratamento C N

mg 100g" solo

Ta Ob Oc
Tq Ob Oc
D1 11,90b 1,27 ab
D2 32,49a 1,26b
D3 31,31a 1,73 a

(1) Ta= testemunha absoluta, Tq= testemunha quimica, D1, D2 e D3= 100, 150 e 200 mg kg'1 solo de N-
LETA, respectivamente (base seca). Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%. (Fonte: Teixeira, 2004).

Um dos tratamentos aplicados ao lodo de esgoto com a finalidade de diminuir
o contelGdo em agentes patogénicos é a compostagem, que determina modificacoes
sensiveis na constituicdo do residuo e nos efeitos de sua aplicacdo ao solo (Melo et
al., 2003; Cintra, 2005). Guerrero et al. (2002a) observaram que o lodo compostado
causou menor aumento na atividade respiratéria que o lodo ndo compostado. A
adicdo de 30 Mg ha' de lodo de esgoto, compostado ou ndo, a um solo degradado
por agricultura intensiva causou aumento no valor de gCO em relacéo ao tratamento
testemunha. Aos 437 dias apés a incorporacdo, o tipo de fodo néo alterou os valores
de qCO que foram em média 2,8 vezes maiores que o ’rro’romenfo testemunha.

A adicdo de doses de lodo de esgoto de até 48 Mg ha" em um solo argiloso
causou aumento transitério na atividade respiratéria, sendo que os valores mais elevados
de gCO nos tratamentos que receberam lodo indicaram um efeito estressante sobre
a microblota e sucesséo de populacées microbianas (Lopes, 2001). Houve um estimulo
a afividades metabdlicas ndo existentes no solo original e perda de outras atividades
no final do periodo de incubacéo, sugerindo a ocorréncia de distdrbios na fisiologia
dos microrganismos do solo.

Em Latossolo Vermelho-amarelo cultivado com eucalipto, impacto sobre os
microrganismos e a atividade biolégica do solo somente foi observado em doses
elevadas de um lodo de esgoto rico em metais pesados, sendo que a atfividade
respiratéria e o quociente metabdlico representaram com maior confiabilidade a
decomposicao do residuo (Fortes Neto, 2000).

Considerando-se que a principal fonte de enzimas para o solo s@o os
componentes da biota, com o aumento da BMS deve ocorrer aumento na atividade
enzimdtica, o que a torna um indicador da atividade biolégica do solo. Enzimas
podem ser excelentes indicadores da qualidade do solo pela rdpida resposta as
alteracées do ambiente (Gregorich et al., 1997). Dar (1996) observou diminuicéo na
atividade enzimética de solos com concentracées elevadas de cddmio como efeito da
aplicagé@o de lodo de esgoto.
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Em estudos sobre enzimas do solo é necessério tomar cuidado com aquilo
que estd sendo avaliado, ou seja, com o método empregado na determinacéo da
atividade da enzima. No solo encontram-se enzimas biéticas e abiéticas. As enzimas
biéticas sdo as que fazem parte da estrutura dos organismos vivos, podendo ser intra
ou extracelulares. As enzimas abidticas séo aquelas que ndo mais pertencem & estrutura
de um organismo vivo, mas que, complexadas pelos coléides do solo, podem manter-
se ativas por longos periodos de tempo. Dessa forma, quando o método inclui as
enzimas abiéticas, a atividade determinada néo se refere a de organismos vivos e
também nédo reflete o momento da avaliacéo, ndo se sabendo exatamente hd quanto
tempo aquela enzima foi sintetizada e, portanto, a que época se refere a atividade
medida.

De um modo geral, dependendo da composicdo quimica, o lodo de esgoto,
compostado ou ndo, tem causado aumento na atividade enzimética do solo. Segundo
Stroo & Jenckes (1985), a atividade de amilases pode ser usada como indicador da
atividade biolégica do solo.

Em um Latossolo Vermelho-amarelo cultivado com eucalipto e tratado com
lodo de esgoto rico em metais, a atividade celulolitica correlacionou-se com a
decomposicao do residuo, mas o potencial de hidrélise do FDA néo foi eficiente para
quantificar a atividade microbiana durante a biodegradagéo (Fortes Neto, 2000). A
adicdo de composto de lodo de esgoto na dose de 60 g kg a um solo franco
arenoso, pobre em matéria orgénica e nitrogénio, causou aumento nas atividades de
catalase, urease e fosfatase (Bustamante-Munéz et al., 2002).

Silva et al. (1996) e Teixeira et al. (1996) adicionaram 40 Mg ha™' de um lodo
de esgoto previamente contaminado com Cr** (100, 300, 900 e 2700 mg kg') a um
LVd e nGo encontraram efeito sobre a atividade de amilases em 3 épocas de amostragem
(imediatamente apos a aplicacéo, aos 90 e aos 158 dias apds), resultado coerente
com o fato de néo ter havido efeito também sobre a biomassa microbiana. A atividade
de arilsulfatase aumentou na amostragem logo apés a incorporacdo e diminuiu na
maior dose de Cr nas amostragens aos 90 e aos 158 dias apés a incorporacéo do
lodo de esgoto. A atividade de urease foi maior na camada 10-20 cm do tratamento
testemunha, o que foi atribuido a um efeito da migracéo do Cr ' para essa camada.
Contudo, em experimento de campo em que o solo foi tratado com 40 Mg ha |odo
de esgoto (base seca) contaminado com cr (100 300, 900 e 2700 mg kg )
cultivado com sorgo, Bertipaglia et al. (1999) observaram que a contaminacéo com
300 mg cr' kg causou um pico na atividade de amilases aos 64 e 104 dias apds
a aplicacéo do residuo, sem ocorrer pico correspondente na BMS.

Revoredo e Melo (2007) avaliaram o efeito de lodo contaminado artificialmente
com Ni (329, 502, 746 e 1119 mg kg , base seca) sobre a BMS e a atividade
enzimdtica de um LVd cultivado com sorgo, encontrando que o CBM, o NBM e a
atividade de fosfatases (4cida e alcalina) foram bons indicadores para avaliar o
impacto causado pelo metal pesado.

A atividode de amilases diminuiu em solo degradado que recebeu doses
crescentes de LETA, enquanto a atividade de desidrogenases apresentou um pequeno
aumento (Teixeira, 2004), como mostrado na figura 6.
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Figura 6. Atividade de desidrogenases e amilases em solo degradado pela mineragéo de cassiterita 30 dias
apds a aplicacéo de lodo de ETA. Ta= testemunha absoluta, Tq= testemunha quimica, D1, D2 e D3=
100, 150 e 200 mg kg1 solo de N-LETA, respectivamente (base seca). Fonte: (Teixeira, 2004).

O efeito da adicdo de lodo de esgoto e lodo de ETA sobre a BMS e a atividade
enzimdtica mostra que, em condicdes de estresse, os organismos do solo podem, de
modo a garantir o estado vital, aumentar a atividade metabdlica, o que ocasiona
aumento na atividade de algumas enzimas sem o correspondente aumento na BMS.
As enzimas que assim se comportam também podem ser boas indicadoras da presenca
do fator causador do estresse. Entretanto, a resposta a aplicacéo de lodos ndo tem
levado a um denominador comum, néo sendo ainda definido um Gnico atributo que
caracterize o impacto negativo causado pela presenca de metais pesados no lodo.

3.3. Efeitos Sobre as Plantas

Os efeitos da aplicacdo de residuos sobre as propriedades do solo refletem
no desenvolvimento e produtividade das culturas. Os efeitos podem ser positivos, com
aumento na produtividade, ou negativos, com diminuicdo na produtividade e até
mesmo com a morte das plantas. Revisdes bibliogréficas sobre os efeitos do uso de
residuos em dreas agricolas, com especial atencéo para lodo de esgoto, foi realizada
por Melo et al. (2002a) e por Marques et al. (2002).

Com relacéo aos efeitos do uso agricola do lodo de ETA sobre o estado
nutricional das plantas e os reflexos na produtividade ainda hé poucas informacées
disponiveis. A aplicacdo de lodo de ETA néo causou aumento na producéo de matéria
seca, a qual diminuiu na auséncia de complementacdo mineral (Skene et al., 1995).
Contudo, Teixeira et al. (2007) aplicaram lodo de ETA (coagulante sulfato de aluminio)
em solo cultivado com feijoeiro, observando desenvolvimento das plantas equivalente
ao do tratamento testemunha, que recebeu fertilizacdo mineral completa (Figura 7).
Em solo degradado pela minerag@o de cassiterita, plantas como girassol, céssia
verrugosa, taxi-branco, milheto, mucuna-preta, feijGo-de-porco e braquidria néo
apresentaram bom desenvolvimento, ocorrendo, inclusive, morte de plantas.

291



Wanderley José de Melo

Nesse experimento, as plantas de mucuna-preta apresentaram bom
desenvolvimento até os 30 dias apés a semeadura, mas, em seguida, passaram a
apresentar manchas escuras nas folhas (Figura 8), engrossamento das folhas mais
novas e queda das folhas mais velhas, culminando com um florescimento precoce.
Hé& que se considerar, contudo, que as doses de lodo de ETA foram muito elevadas,
uma vez que se utilizou o residuo como fonte de N (Teixeira et al., 2007).

Figura 7. Plantas de feij@o submetidas & fertilizagdo mineral, & esquerda, e tratadas com lodo de ETA
complementado com fertilizagdo mineral, & direita.

Figura 8. Plantas de milheto e girassol (& esquerda) e de mucuna-preta (& direita) cultivadas em solo
degradado pela mineragdo de cassiterita tratado com lodo de ETA.
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4. Concluséao

De modo geral, os residuos ricos em material organico apresentam potencial
para uso na agricultura, mas os beneficios e os riscos ambientais e a satde do homem
e dos animais irdo depender de sua composicéo em elementos téxicos, das condicoes
edafoclimdticas e da planta objeto da exploracéo agricola. Sao esses fatores que
definirdo, também, a dose a ser aplicada e por quantas vezes a aplicacdo poderd ser
repetida.

O lodo de esgoto apresenta elevado potencial para uso em dreas agricolas
como condicionador das propriedades fisicas do solo e como fonte de nutrientes para
as plantas. Contudo, ainda hd falta de experimentos em condicdes de campo e de
longa duracéo para solos e clima brasileiros, que permitam o estabelecimento de
uma legislacdo segura para regular tal destinagdo. Até o presente momento, as
informacées disponiveis sobre o comportamento dos metais pesados no solo e sua
distribuicdo nas plantas cultivadas séo insuficientes para avaliacéo segura dos riscos.
Ainda em relacéo ao lodo de esgoto, outro problema a ser resolvido é a higienizacéo
e desidratacéo, de modo a tornar mais segura a aplicacdo e permitir o transporte a
disténcias mais longas.

O uso do lodo de ETA na agricultura constitui desafio maior, tendo em vista os
métodos utilizados no tratamento da dgua, que o enriquece em metais toxicos as plantas
e prejudiciais as propriedades do solo. Trata-se de um residuo rico em cloretos, que
pode ser rico em Fe ou Al (dependendo do processo de tratamento adotado) e apresentar
potencial para elevar o pH do solo a valores muito altos, o que tornaria indisponivel
para as plantas nutrientes como o fésforo e a maioria dos micronutrientes. Ademais, é
um residuo pobre em matéria orgénica com elevado contetdo em silte e argila, o que
pode causar danos as propriedades fisicas do solo. Finalmente, seu alto teor em umidade
encarece o fransporte até as dreas de aplicagdo. As poucas informagdes sobre seu uso
na agricultura e os resultados incipientes mostram que, devidamente manejado, poderd
vir a se constituir em outra opcdo para melhoria das propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas do solo, com potencial para uso na recuperacéo de solos degradados ou
potencialmente improdutivos devido as propriedades fisicas inadequadas.
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Capitulo 16

Indicadores Microbiolégicos
e Padrées de Qualidade de Agua

Suely MARTINELLI ()

1. Introducgéo

O aumento da demanda do uso e consumo de dgua no planeta e sua
contaminacdo por atividades desenvolvidas pelo homem moderno tem mobilizado
érgdos governamentais, a sociedade civil e académica no sentido de preservar sua
qualidade e garantir sua disponibilidade para geracées futuras. A presenca de
microrganismos patogénicos na dgua de consumo, causando riscos para a satde
humana, apresentou a necessidade de se promover uma vigilancia eficiente e constante
na fonte utilizada para abastecimento e sua distribuicao, além do desenvolvimento de
sistemas de tratamento e desinfeccdo da dgua bruta. No principio, a escolha do
indicador de contaminacéo fecal (Escherichia coli) foi universalmente reconhecida como
uma condicao indicativa da presenca de patégenos potenciais. Freqientemente, tais
patégenos podem alcancam os corpos d’dgua através de lancamento intermitente
junto a despejos de esgotos sanitdrios. Hoje, com avancos tecnolégicos para se
identificar patégenos e conhecendo-se sua biologia, interagcdes com outros
microrganismos e o ambiente, evidéncias de outras doencas de veiculacdo hidrica,
incremento no nimero de pessoas sensiveis, principalmente os imunodeficientes e
debilitados, fica evidente a necessidade de se reavaliarem os padrées de qualidade
e as legislagdes frente & interface existente entre as descobertas cientificas e o
gerenciamento de ambientes aqudticos que sofreram impacto.

2. Recursos Hidricos e a Legislagdo no Brasil

A poluicdo de ambientes aqudticos é a causa de uma intensa preocupacéo
qguanto & disponibilidade deste recurso natural tado indispensavel para a vida, a dgua.
A Terra tem somente 1% de dgua disponivel para uso da populacdo e o Brasil tem
11,6% da dgua doce superficial do mundo. Destes, 70% estdo na Regido Amazénica
e 30% distribuidas desigualmente pelo pafs, para atender 93% da populacéo.

(1) Pesquisadora - CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental, Rua Séo Carlos 287, CEP
13035-420, Campinas, SP.



Suely Martinelli

Sendo os recursos hidricos limitados e nem sempre suficientes para atender a
demanda, deve ser assegurado o direito ao uso da dgua a todos os cidaddos. Além
disso, a degradacdo de sua qualidade, pelo excesso de lancamento de efluentes,
prejudicando a comunidade de usudrios, ressalta a necessidade de um programa de
gestdo para a demanda e sua disponibilidade. Em funcéo disso, 1ém se desenvolvido
acdes reguladoras cada vez mais abrangentes para a utilizacéo dos recursos hidricos
no Brasil.

A partir da aprovacédo da Politica Nacional dos Recursos Hidricos, em janeiro
de 1997, é prioritdrio o uso da dgua para consumo humano e a dessedentacdo de
animais em todo o territério nacional, e foi transferida para os Estados a
responsabilidade da regulamentacéo dos recursos hidricos do subsolo e dos rios sob
sua jurisdicGo (Lei N°® 9.433 de 8 de janeiro de 1997 citada em Brasil, 2001a). A
referida lei institui um licenciamento obrigatério, a outorga, que, além de assegurar
legalmente o direito ao uso tempordrio ou provisério das dguas, fornece subsidios
para gerenciar e proteger os recursos hidricos. A Politica de Recursos Hidricos no Brasil
instituiu ainda a criagdo de uma unidade territorial de gerenciamento - a Bacia
Hidrogréfica - participando no sistema através de Comités de Bacias Hidrogrdficas,
combinando a atuacdo de representantes da Unido, dos Estados e Municipios, bem
como usudrios das dguas em sua drea de atuacdo.

Assim, um sistema gestor dos recursos hidricos foi implantado desde entdo,
com a criacéo de orgdos especializados dentro dos estados e municipios, da
participacdo do Poder Publico, dos usudrios e das comunidades, objetivando assegurar
a disponibilidade de dgua de qualidade as futuras geracées, utilizacdo racional dos
recursos hidricos e diagnosticar antecipadamente eventos hidrolégicos criticos de origem
natural ou devido ao uso inadequado dos recursos naturais.

3. Poluicdao das Aguas e Padrées de Qualidade

A dgua, como a encontramos na natureza, contém muitos compostos minerais
ou elementos quimicos dissolvidos de importéncia fisiolégica, seja como nutrientes
ou ativos no equilibrio fisico-quimico do organismo humano. Sempre houve uma
preocupacdo constante do homem em relacéo & qualidade da dgua e & transmissd@o
de doencas. Na antigiidade - inclusive na Idade Média - os subprodutos da atividade
humana, seus dejetos, residuos domésticos ou de atividades manufatureiras, eram
lancados diretamente a superficie dos solos, onde se acumulavam por certo tempo.
Somente com as chuvas esse material poderia alcancar, juntamente com elementos
nocivos inclusos, o leito dos rios. Isso implicava em elevac@o da turbidez das dguas
quando, valendo-se de métodos simplificados de filtracdo ou sedimentacéo, tornavam
a dgua com boas caracteristicas estéticas e aceitdvel para potabilidade. No entanto,
com a prdtica de sistemas de esgotamento de residuos, levando-os de maneira
continua aos rios, esses critérios perderam a validade. Desde entdo o homem tem
causado impacto nos ambientes aqudticos e, na maioria das vezes, somente se
conscientizando das conseqiéncias quando a situac@o se encontra critica,
comprometendo sua prépria sadde.
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Hoje vemos diminuir a disponibilidade de dgua de boa qualidade no planeta
e em todos os paises as restricdes para o uso desordenado e garantia da potabilidade
da dgua disponivel tem se baseado em padrées ambientais bastante rigidos. A inclusdo
de compostos quimicos no ambiente, pela agricultura ou indUstria, e também a
introduc@o excessiva de matéria orgdnica oriunda de dejetos humanos em grandes
centros urbanizados tém alterado o equilibrio ecolégico dos ambientes aqudticos. As
comunidades vivas tém sofrido esse impacto, ora se adaptando, ora desaparecendo
por competicdo e mesmo por condicdes adversas definitivas do ambiente. A ecologia
de ambientes aqudticos tem sido uma ferramenta importante para determinar o
acimulo de substéncias téxicas em ambientes poluidos. A grande diversidade de
composicao e freqiéncia com que os residuos chegam em corpos d’dgua sugerem
que a melhor maneira de identificd-los é verificar as alteracées que produzem nesses
corpos receptores. Portanto, s@o expressivas as alteracdes na concentracdo de oxigénio,
nutrientes, sélidos e substancias téxicas e na temperatura e outros fatores ambientais,
que representam niveis de referéncia de qualidade e sdo considerados padroes
ambientais muito utilizados mundialmente (Branco, 1986). A qualidade das dguas
encontradas em nosso territério é determinada e avaliada quanto a padrées definidos
por legislacdo federal e pela Organizacéo Mundial da Satde. Muitos Estados possuem
legislacdes especificas utilizadas para determinar a qualidade das dguas em suas
regides. Valendo-se desses padrées de qualidade, muitos programas de monitoramento
dos recursos hidricos tém sido registrados em todo o Brasil. Esses estudos muitas vezes
s@o continuos e cumulativos por vdrios anos, compondo um banco de dados
importantissimo para a regido. Como exemplo, o “Relatério Zero” - 2000, documento
disponibilizado pelo SIGRH (Sistema de Informagdes Gerenciais para Recursos Hidricos
do Estado de Séo Paulo), que apresenta um levantamento de dados e informagoes
sobre a situacdo atual da bacia dos Rios Piracicaba, Capivari e Jundiafi, evidenciando
a crise em que se encontram muitos dos mananciais utilizados para abastecer as
cidades na regido. Sdo muito preocupantes as condicdes de disponibilidade de dgua
de qualidade na bacia e um balanco hidrico demonstrativo dessa situacéo é
representado na figura 1.

Além de processos intensos de assoreamento pela ocupacéo desordenada de
suas dreas e a alterac@o de suas caracteristicas naturais, a regido em estudo tem
evidenciado condicées criticas da qualidade da dgua de longos trechos de seus rios e
reservatérios. O comprometimento da qualidade destas dguas deve-se, em grande
parte, & quase absoluta falta de tratamento de efluentes urbanos antes de seu
lancamento nos corpos receptores.

3. Contaminagdo Microbiana e a Presenca de Patégenos na Agua

No passado, investigacdes epidemioldgicas tornaram evidentes a correlagéo
de doencas microbianas, como célera e febre tifdide, e a transmisséo pela dgua
contaminada (Edberg et al., 2000; Szewzyk, et al. 2000), motivando reavaliacdo do
sistema sanitdrio para esgoto e dgua fratada e evidenciando a necessidade de
desenvolver meios de proteger a fonte de producéo de dgua para consumo e também
sua descontaminacéo.
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As grandes mudancas na engenharia sanitéria aconteceram ao mesmo tempo
em que se desenvolveu o conhecimento da relacdo de muitas doencas especificas
causadas por microrganismos presentes na dgua. Segundo informacées da
Organizacdo Mundial da Satde (World Health Organization, 1998), o mais comum
risco de salde associado & dgua de consumo é a contaminacdo, direta ou
indiretamente por excreta humana ou animal, particularmente fezes. Se a contaminacdo
é recente e se microrganismos responsdveis por ela incluem aqueles que transmitem
doencas entéricas, entdo vdrios patégenos podem estar presentes na dgua. A
contaminacéo fecal da dgua de consumo é somente um dos vérios mecanismos pelos
quais eles podem ser transmitidos de pessoa a pessoa ou ainda de animais para
pessoas. Muitos patégenos causam infeccéo quando estdo em dguas utilizadas para
banho ou recreacéo, outros podem causar infeccdes por inalacdo quando presentes
em aerosséis, como aqueles produzidos por quedas d’dgua, sistemas de ar
condicionado ou sistemas de irrigacdo de solo agricola. A identificacdo de um
patégeno especifico na dgua de consumo ou sua ocorréncia em uma fonte comum
ndo representam prova de transmissdo da doenca pela dgua. Para obter evidéncia
confirmativa, é necessdrio investigacdo epidemiolégica.

Doméstico e
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Figura 1. Demanda de dgua na bacia do rio Piracicaba (1996-1997). As setas em vermelho indicam
refirada de dgua e setas em verde indicam o percentual da retirada que retorna & bacia.(Fonte: Projeto
Piracena - Cartilha Ambiental Esso).

Craun & Calderon (2001) apresentam um estudo de ocorréncias de
contaminagdo em sistemas de abastecimento pUblico nos Estados Unidos
relacionado a doencas transmitidas pela dgua. Um sistema que utiliza quase
90% da dgua de origem subterrdnea, ou seja, uma realidade diferente do que
ocorre no Brasil, onde a origem de captacdo da dgua distribuida sdo os
mananciais superficiais, grandemente comprometidos e sob impacto constante.
Isso é evidenciado quando se constata que 2.875 municipios brasileiros (52%
do total) promovem a coleta do esgoto, mas sé 575 processam o seu tratamento
antes de lancd-lo na dgua de rios, lagos e no mar; o restante 2.658 (cerca de
48% do total) é desprovido totalmente de rede de esgoto, apesar da informacéo
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de que somente 116 municipios ndo apresentam um sistema de abastecimento
de dgua disponivel aos seus habitantes. E conseqiiente o comprometimento do
ambiente e dos rios préximos as cidades, que serdo a fonte para o
abastecimento de dgua desses préprios municipios (Radar, 2002; Leal, 2002).
As estatisticas reforcam a constatacéo de que o esgoto é o mais precdrio servico
de saneamento do Pais, com um atendimento muito desigual entre as vdrias
regides brasileiras, de acordo com pesquisa desenvolvida pelo IBGE e
demonstrada na figura 2.

ESGOTAMENTO SANITARIO_

Evolucks da rede; nos manidpcd por regiao 05)
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Figura 2. Esgotamento sanitério nas regides brasileiras. (Adaptado de Leal, 2002).

Embora exista um sistema de vigiléncia de doencas transmitidas pela dgua
registrado em estudos desenvolvidos nos Estados Unidos, nem sempre elas séo
reconhecidas ou investigadas, estimando-se que, aproximadamente apenas 10-30%
chegam a compor as estatisticas; porém, a exatiddo dos casos é relevante para avaliar
os riscos e adequar estratégias de protecdo & fonte de dgua frente as tecnologias do
tratamento e sua certificacdo de qualidade para consumo humano. A tabela 1 relata
grandes ocorréncias causadas por contfaminacdo do sistema de distribuicdo de dgua
em vdérias regides dos Estados Unidos.
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Tabela 1. Ocorréncia de contaminacées do sistema de distribuicdo de dgua nos EUA. (Adaptado de Craun
& Calderon, 2001).

Ano Estado N°casos Etiologia Fonte da 4gua Deficiencia

1975 Pensilvania 5.000 gastroenterite - contaminagdo na estocagem
1975 Indiana 1.400 gastroenterite pogo contaminagéo da tubulagéo
1975 Puerto Rico 550 gastroenterite - contaminag@o na estocagem
1976 New York 750 samonelose poco falhas nas conexées
1978 Washington 467 virose pogo falhas nas conexdes
1979 Arizona 2.000 giardiase pogo falhas nas conexées
1980 Georgia 1.500 virose pogo/nascente falhas nas conexdes
1983 Utah 1.272 giardiase nascente contaminacéo tubo avaliado
1983 Washington 750 salmonelose pogco falhas nas conexdes
1993 Missouri 625 salmonelose pogo contaminagdo na estocagem
1994 Tennessee 304 giardiase mista falhas nas conexdes

Segundo os autores, apesar desse universo tdo reduzido de informacées,
a contaminacéo é a principal responsdvel pela maioria das ocorréncias de
doencas transmitidas pela dgua em sistemas de distribuicdo pdblica nos Estados
Unidos. Essa incidéncia elevada de contaminacéo no sistema de distribuicéo e
estocagem pode resultar, particularmente, da formacéao de biofilmes, agregados
de diferentes espécies de bactérias muito adaptadas ao ambiente de sistemas
de tratamento de dgua, que ndo apresentam risco para a satde, mas podem
excretar minerais e nutrientes que facilitam a sobrevivéncia de muitas bactérias,
inclusive de patégenos (Szewzyk et al., 2000). E necessario entender as
interacdes entre as bactérias da dgua e os patégenos, pois sua adaptacdo e
permanéncia em biofilmes implica supor que nenhuma dgua potdvel pode ter
a garantia de sua eliminacéo.

A dgua potavel hoje é considerada um alimento e padrées sdo estabelecidos
para garantir e assegurar sua qualidade. Quanto aos microrganismos, as especificacdes
sdo para que o conteddo bacteriano seja muito baixo e ndo haja deteccdo de nenhum
patdégeno. Essa exigéncia, desenvolvida principalmente para os patégenos cléssicos
como Vibrio cholerae e Salmonella typhi, adicionada da pratica de segregacdo das
descargas de dguas residudrias e o tratamento da dgua para consumo, tem erradicado
as doencas relacionadas a esses patdégenos em muitos paises, havendo sé
aparecimentos pontuais em paises sem um sistema publico disponivel de dgua tratada,
ou ainda num sistema ineficiente. No entanto, a descoberta de novos patégenos e o
desenvolvimento de estudos em microbiologia da dgua para consumo alertaram para
uma reavaliacdo da ocorréncia de bactérias, virus e parasitas potencialmente
patogénicos na dgua.
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Recentemente, os chamados “patégenos emergentes” t&m causado
problemas na producédo e distribuicéo de dgua potavel (AWWA Research Division,
1999). Muitos deles sdo resistentes a condigdes de estresse ambiental e em baixos
niveis de contaminacdo podem produzir infeccdes e doencas na populacéo.
Dentre eles hd os de origem fecal, como Campylobacter jejuni, Escherichia coli
patogénica, Yersinia enterocolitica, novas viroses entéricas e os parasitas Giardia
lamblia e Cryptosporidium parvum; outros incluem espécies de bactérias ambientais
gue sdo capazes de crescer em sistemas de distribuicdo (Szewzyk et al., 2000),
como Legionella spp, Aeromonas spp, Mycobacterium spp e Pseudomonas
aeruginosa.

Muitos desses patégenos jd existiam, mas ndo eram identificados pelos
métodos de deteccdo disponiveis; outros, mesmo sendo conhecidos, ndo estavam
associados & dgua de consumo e o seu surgimento deve-se a mudancas nos
hdbitos de uso da dgua, como por exemplo, o caso do uso de dgua aquecida
armazenada em reservatérios domiciliares, sendo um ambiente ideal para
Legionella spp, aumentando o risco de infeccdes. Também P aeruginosa é capaz
de usar instalacdes caseiras e reservatérios como novos habitats, atribuindo novos
riscos para consumidores susceptiveis. Outro fator importante para a emergéncia
de novos patégenos é o aumento do ndmero de pessoas susceptiveis a infecgdes,
incluindo os imunodeficientes, como os pacientes com AIDS, os pacientes com
cancer recebendo quimioterapia, os transplantados e pessoas mais idosas
debilitadas. Acrescentam-se ainda as criancas e os idosos com alto risco de
morte por diarréias. Vdrios desses novos patégenos foram reconhecidos devido
ao fato de causarem severas infeccées nessas sub-populacées (Beraldi et al.,
1999). Somente poucos desses patégenos sdo realmente de origem recente.
Além disso, ndo se deve esquecer a emergéncia de linhagens resistentes a
antibiéticos (especialmente para as bactérias), favorecendo a permanéncia de
genes para viruléncia, como é o exemplo da E.coli entero-hemorrégica. A tabela
2 relaciona patégenos humanos transmitidos pela dgua de consumo, causando
infeccées com evidéncias epidemiolégicas comprovadas e algumas de suas
caracteristicas, se presentes em dguas de abastecimento.

Junto aos novos patégenos transmitidos pela dgua, tem recebido atencéo o
crescimento freqiente de cianobactérias em recursos hidricos, associadas a ambientes
hiper-eutréficos e constituidas de muitas espécies potencialmente produtoras de toxinas
(World Health Organization, 1999; AWWA Research Division, 1999; Szewzyk et al.,
2000; Karner et al., 2001).

Atualmente, guias e legislacdes (desenvolvidos pelo Conselho da Unido
Européia e Organizacéo Mundial da Sadde) determinam que dgua para consumo
pode conter microrganismos patogénicos somente se o risco para adquirir doencas
infecciosas esteja abaixo de um limite admitido, nédo ultrapassando nimero ou
concentracdes que causem problemas de satde para o homem. O cumprimento dessas
determinacées inclui meios de proteger e um cuidadoso tratamento da dgua bruta,
bem como refinado controle de qualidade dos processos de tratamento. No entanto,
a avaliacdo do comportamento dos patégenos na dgua é também essencial para
embasar melhorias na eficiéncia dos sistemas de tratamento.
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Tabela 2. Patégenos transmitidos pela dgua e sua importancia para o abastecimento.

Principal () Persisténcia .
3 Risco ) () Resisténcia () Dose infectiva
Patégenos o, modo de na dgua )
asalde ao Cloro relativa
fransmiss@o de abastecimento

Bactérias

Campilobacter jejuni alto oral moderada baixa moderada

Escherichia coli alto oral moderada baixa alta

Salmonella typhi alto oral moderada baixa alta

Outras Salmonelas alto oral longa baixa alta

Shigella spp alto oral curta baixa moderada

Vibrio cholerae alto oral curta baixa alta

Yersinia enterocolitica alto oral longa baixa alta (2)

Legionella spp moderado inalacéo multiplica-se moderada alta

Pseudomonas aeruginosa moderado inalagdo/ multiplica-se moderada alta (2)
contato

Aeromonas spp moderado oral/ multiplica-se baixa alta (2)
inalacéo

Mycobacterium, atipica moderado inalacdo/ multiplica-se alta (@)
contato

Virus

Adenovirus alta oral/inalagdo/ 2 moderada baixa
contato

Enterovirus alta oral longa moderada baixa

Hepatite A alta oral longa moderada baixa

Hepatite E alta oral 2 2 baixa

Virus tipo Norwalk alta oral 2 2 baixa

Rotavirus alta oral 2 2 moderada

Protozodrios

Entamoeba histolitica alta oral moderada alta baixa

Giardia intestinalis alta oral moderada alta baixa

Cryptosporidium parvum alta oral longa alta baixa

Acanthamoeba spp moderada contato/ multiplica-se alta 2
inalacéo

Naegleria fowleri moderada contato multiplica-se moderada baixa

Adaptada de World Health Organization, 1998. (*) periodo de defeccdo para o estégio infectivo em dgua a 20°C: curta - até 1
semana, moderada - 1 semana a 1 més, longa- acima de 1 més; () avaliagéo da acdo de doses e tempo de contato convencionais
na suspensdo do estagio infectivo; () dose exigida para causar infeccio em 50% de adultos voluntdrios sauddveis. 2 - ndo conhecido
ou incerto.
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4. Indicadores Microbiolégicos da Qualidade das Aguas Bruta e Tratada

A descoberta de patégenos humanos presentes em dguas contaminadas e a
necessidade de garantir sua eliminacéo fizeram com que a prética da desinfeccdo se
estabelecesse até os dias de hoje. No entanto, o monitoramento da eficiéncia da
desinfecc@o ocasionou o desenvolvimento de técnicas para determinar sua sensibilidade
e especificidade. O que poderia melhor proteger a satde humana: a determinacdo
de patégenos especificos ou o uso de indicadores de contaminacdo fecal? Esta é
uma questdo que ainda hoje é freqientemente abordada e considerada por varios
pesquisadores (Fewtrell & Jones, 1992; Edberg et al., 1997; Edberg, et al., 2000;
Fujioka & Yoneyama, 2001). A dificuldade em identificar os patégenos, seja por métodos
de andlise ndo adequados até o momento, a necessidade de demanda técnica
especializada, o surgimento cada vez mais intensificado de novos microrganismos
causadores de doencas transmitidas pela dgua e a procura por métodos de deteccao
simples e baratos sGo argumentos que t&m feito das bactérias do grupo coliformes os
indicadores mais apropriados de contaminacéo fecal.

Hé& muito tempo Escherichia coli foi escolhida como indicador biolégico para
a dgua de consumo, porém, devido a ndo existéncia de testes especificos para sua
determinacédo, utilizou-se durante muitos anos a caracterizacéo do grupo coliformes
totais, que inclui E.coli, compreendendo membros da familia Enferobacteriaceae capazes
de fermentar a lactose com producéo de dcido e gds. Estudos posteriores revelaram
que E.coli possui uma termotoleréncia maior que as outras bactérias fermentadoras
da lactose e foi possivel desenvolver um método para segregar, dentro do grupo,
aquelas que foram denominadas coliformes fecais. No entanto, verificou-se que muitos
dos coliformes fecais isolados de sistemas de distribuicdo de dgua continham membros
do género Klebsiella, que, ndo sendo de origem exclusivamente fecal, produziam
resultados falso positivos para as determinagdes. Na Gltima década, estudos
referenciam o uso de nova tecnologia e método para detectar e identificar E.coli em
dgua de consumo. Hoje, é recomendado o uso da tecnologia de substrato definido
contendo um composto de degradagéo enzimdtica especifica para mais de 95% de
todos os isolados de E.coli. Esse método, identificado como “substrato cromogénico”,
é aprovado em muitos pafses e estd incluso em procedimentos padronizados
reconhecidos para examinar dguas de consumo (Edberg et al., 2000).

Para a Resolucédo n® 20 do Conselho Nacional do Meio Ambiente de 18 de
junho de 1986 (Brasil, 1986) que classifica os corpos d’dgua de acordo com sua
destinacéo e uso, os limites permitidos para niveis de contaminagdo fecal séo
apresentados quantitativamente relacionados a essa classificacéo. Aguas naturais em
uso por banhistas e também em outras atividades recreativas apresentam organismos
de indicacdo fecal e varios outros patégenos. Isto deve-se & pratica de disposicdo de
esgoto bruto, parcialmente tratado, efluentes industriais e ainda de despejos agricolas
em dguas superficiais. Apesar dos relatos de incidentes com os frequentadores de
balnedrios e relevantes trabalhos cientificos sobre doencas causadas por patégenos,
faltam estudos epidemiolégicos para avaliar o risco potencial em usar dguas para
essas atividades, uma vez que o gerenciamento ambiental baseia-se em legislacoes
dificeis de serem adaptadas as evidéncias cientificas (Fewtrell & Jones, 1992).
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Em recente revis@o (Resolucdo N° 274 de 29 de novembro de 2000 citada
em Brasil, 2001b), o Conselho Nacional do Meio Ambiente relata a necessidade
de reavaliar os limites estabelecidos para a balneabilidade, incluindo outros
indicadores especificos, além dos coliformes fecais j4¢ mencionados anteriormente,
e recomendando o uso de um sistema de avaliacdo da qualidade ambiental das
dguas. Essas modificacdes revogam os artigos de n°26 a 34 da Resolucdo do
CONAMA n°20 (Brasil, 1986). Uma modificacéo importante é a possibilidade de
utilizar mais de um indicador microbiolégico, objetivando um critério mais restritivo
de avaliagdo. Além dos coliformes fecais (ou termotolerantes), também sao incluidos
Escherichia coli e enterococos; os primeiros séo encontrados em esgotos, efluentes,
dguas naturais, solos e abundantes em fezes humanas e animais enquanto que os
enterococos constitui um grupo contendo a maioria das espécies de origem fecal
humana e se caracterizam-se pela alta tolerdncia as condicdes adversas de
crescimento, tais como: presenca de 6,5% de cloreto de sédio, pH 9,6 e
temperaturas de 10° e 45°C, sendo considerados mais apropriados indicadores
de dguas recreativas do que os coliformes fecais ( Edberg et al., 1997). Devido a
sua alta resisténcia a sais, os enterococos sdo bons indicadores para dguas marinhas
e estuarinas (Edberg et al., 2000). A nova resolucéo, acima citada, também
contempla condicdes sanitarias e ambientais dos balnedrios, considerando as
dguas impréprias quando da presenca de substéncias sélidas ou ligquidas que
oferecam riscos & satde humana, houver floragées de algas ou outros organismos,
sem antes se certificar das conseqiéncias para o homem, ou existir incidéncia
elevada , na regido, de enfermidades transmissiveis por via hidrica. Por causa da
eutrofizacdo de dguas superficiais, a abundéncia e a concentracdo de
cianobactérias tem aumentado na ¢ltima década, sendo presentes e dominantes
em muitos lagos durante os meses de verdo, produzindo floracées e espuma na
superficie da dgua ( Szewzyk et al., 2000; Karner et al., 2001; Deberdt, 2001). O
contato direto com essas floracées tem sido associado & vdrios sintomas agudos
como gastrites, dermatites e reacdes alérgicas ( World Health Organization, 1999;

AWWA Research Division, 1999; Szewzyk et al., 2000).

Com referéncia as dguas utilizadas para consumo humano, provenientes
de mananciais de abastecimento apds o tratamento adequado, os atuais
indicadores -coliformes totais e fecais- ndo asseguram que esteja livre de outros
microrganismos potencialmente patogénicos como virus e protozodrios. Os
protozodrios Cryptosporidium e Giardia tém sido considerados mundialmente
importantes patégenos de veiculacdo hidrica, causadores de inGmeros casos de
gastroenterites e diarréias. Giardia lamblia infecta o homem e uma variedade grande
de animais, enquanto Cryptosporidium parvum foi reconhecido como patégeno
humano mais recentemente, causando diarréia aguda em seres humanos
imunocompetentes ou enfermidade fatal em individuos imunocomprometidos, como
os portadores de HIV. Ambos sG@o parasitas obrigatérios e sé se multiplicam dentro
de seu respectivo hospedeiro, no entanto C. parvum néo é espécie-especifico e
pode ser facilmente transmitido de um mamifero para outro ou de um animal
para o homem. Os oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia s@o excretados
com fezes contaminadas e podem sobreviver sob as mais variadas condicées do
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meio: em esgotos (Farias, 1999), em corpos d’dgua (Farias, 1999; Gale, 2001;
Franco et al., 2001), além de resistirem s atuais prdticas utilizadas para o tratamento
de dgua (Szewzyk et al., 2000; Gale, 2001), resultando em subestimar a sua remocao
pelo tratamento e o risco de infeccéo para a populagéo.

A preocupagéo com esses protozodrios fez com que em recente revisdo de
legislacdo para dgua de consumo humano (Portaria 1469/00 da Agencia Nacional
de Vigiléncia Sanitdria em Brasil, 2001¢) a pesquisa desses organismos fosse uma
recomendagdo, juntamente com Giardia e enterovirus. Para garantir a qualidade
microbiolégica da dgua e assegurar a adequada eficiéncia de remocéo de enterovirus,
cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium, a legislacGo recomenda niveis minimos
bem definidos de turbidez para o efluente filtrado.

Entre as substancias quimicas que representam risco & sadde, a nova Portaria
apresenta as cianotoxinas como um importante parGmetro de qualidade, |4 que
as cianobactérias estdo cada vez mais presentes na superficie de corpos d’dgua.
Elas sGdo conhecidas por produzir uma grande variedade de toxinas, incluindo
neurotoxinas, hepatotoxinas e irritantes de pele. Em ambientes aqudticos as toxinas
normalmente permanecem contidas nas células das cianobactérias e séo liberadas
em quantidade considerdvel apés a lise celular, que ocorre com a morte natural
das células, estresse celular, uso de algicidas ou cloracéo.

O tratamento convencional das dguas, incluindo coagulagéo, clarificacdo
e filtracdo, é efetivo para remover células de cianobactérias, porém ndo removem
ou destroem as cianotoxinas dissolvidas, especialmente de dguas com alto teor de
matéria orgdnica (AWWA Research Division, 1999; World Health Organization,
1999; Karner et al., 2001). Tem sido recomendado o uso de carvéo ativado e a
ozonizacgdo, como métodos eficientes e de maior protecdo contra as cianotoxinas
em édgua tratada. Muitas cianotoxinas acumulam-se nos érgdos humanos, causando
céncer, e também podem estar em animais aqudticos marinhos e de dgua doce
que serdo consumidos contaminados. Foi registrado um caso inédito atribuido as
cianotoxinas no Brasil, ocorrido no reservatério de ltaparica, causando uma severa
e epidémica gastroenterite em 2000 pessoas, implicando em 88 mortes, a maior
parte criangas.

O fato foi comprovado por dados laboratoriais e epidemiolégicos
conclusivos de que o reservatério apresentava toxinas produzidas por floracées de
algas dos géneros Anabaena e Microcystis presentes na dgua ndo tratada (World
Health Organization, 1999). Dentre os poucos relatos de efeito téxico causado no
homem, estd mais um caso ocorrido no Brasil; aconteceu no Centro de Hemodidlise
de Caruaru em Pernambuco, onde 117 pacientes foram expostos a microcistinas
em dgua utilizada para didlise, resultando em pelo menos 49 mortes. Essa
ocorréncia foi devido a tratamento deficiente da dgua de distribuicdo da cidade e
mau funcionamento e néo eficiente manutencéo do sistema de tratamento de dgua
de didlise (World Health Organization, 1999; Szewzyku et al., 2000; Karner et al.,
2001). Os padrées de qualidade e seguranca para funcionamento das Unidades
de Didlise e de Transplante Renal no Brasil séo definidos pela Portaria 2.042 de
11 de outubro de 1996, do Ministério da Saude (Brasil, 1996).
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Hoje no Brasil, principalmente em grandes cidades, a utilizacdo de dguas
minerais para uso domiciliar e mesmo para abastecer bebedouros em empresas, é
uma pratica muito comum. Isso deve-se, em parte, a alteracdes de sabor e odor que
podem ser verificadas em dguas disponiveis para abastecimento publico, causadas
muitas vezes pela presenca de algas e actinomicetos presentes em reservatérios utilizados
como fonte de abastecimento. Mesmo néo causando risco para a salde, se presentes
em grandes concentracdes, podem deixar dissolvidas na dgua substéncias que alteram
suas caracteristicas fisicas, afetando sua aceitabilidade para o paladar humano. Assim,
a procura por dgua de melhor qualidade para fins de potabilidade tem criado novos
habitos na populacéo, que tem substituido muito freqiientemente a dgua disponivel
proveniente de sistemas de abastecimento por outras fontes alternativas, dguas naturais
de nascentes, fontes ou pocos artesianos. A qualidade e controle de distribuicdo de
dguas minerais para uso como consumo humano séo indicados na Resolucéo-RDC
N° 54, de 15 de junho de 2000, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, citada
em Brasil (2000).

As informacées contidas nos estudos relatados aqui permitem acentuar a
necessidade de alteracdes mais dgeis e constantes na legislacdo, sobre os padrées
microbiolégicos e de toxinas liberadas por organismos aqudticos, uma vez que
existe um distanciamento grande entre o avanco da pesquisa e a legislacdo
pertinente.
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