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1. INTRODUCAO

Com a excecao da agua, o nitrogénio € geralmente considerado o nutriente
mais limitante para o crescimento de plantas no seu ambiente natural (Franco &
Dobereiner, 1994). Além do carbono e hidrogénio, o nitrogénio € o nutriente mais
abundante na matéria viva, participando na composicdo de moléculas de acidos
nucléicos, proteinas e polissacarideos entre outras. Entretanto, apesar de ser
requerido em quantidades significativas pelos seres vivos, na natureza este
elemento é encontrado em abundancia em uma forma quimicamente muito estavel e
portanto sua pronta assimilacdo pela maioria dos seres vivos € limitada, requerendo
sua transformacéo para uma forma combinada que facilite sua assimilagao.

O aumento da populagédo neste século foi suportada, primeiro, pelo processo
de Haber-Bosch (que combina nitrogénio e hidrogénio, formando amonia ou
produzindo outros compostos como uréia), sendo necessario cerca de 1,3 toneladas
de combustivel fossil para fixar 1 tonelada de nitrogénio em alta presséo (35 a 100
Mpa) e temperatura (300 a 4000C), com cerca de 77x106 toneladas de nitrogénio
aplicados globalmente como fertilizante, o requerimento de combustivel fossil é
cerca de 91x109 toneladas por ano, isto corresponde a aproximadamente 1,4% de
todo o combustivel féssil consumido; e segundo, pela Revolucdo Verde, que € o
aumento da producado de cereais associada a utilizacdo, em doses elevadas, deste
tipo de fertilizante sintético. Além do alto consumo de combustivel, existem outros
problemas como: a contaminacao da agua e alimentos por NO3 e NO-2, a toxicidade
das plantas pela presenca de altos niveis de NO-2 nos solos; alteracdo no
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desenvolvimento das plantas pelo excesso de N e a emissdo de CO2 contribuindo
para o aquecimento global (Bohlool et al. 1992; Ddbereiner, 1992; Biological
Nitrogen Fixation, 1997; Sprent & Sprent, 1990).

Portanto, considerando que a atmosfera terrestre € composta de 78% de gas
dinitrogénio, a introducdo do nitrogénio atmosférico, via fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN), no circuito dos ciclos biogeoquimicos do nitrogénio tem,
frequentemente efeitos positivos no ambiente e na economia (Stacey et al., 1992).

O problema bésico para a fixacdo do nitrogénio € a presenca da tripla ligacdo
N°N, o que torna este gas extremamente estavel a temperatura ambiente (Sprent &
Sprent, 1990; Evans & Burris, 1992). Apesar da abundancia de N2 na atmosfera
terrestre, 0s organismos que pertencem ao grupo dos eucariotos (plantas e animais)
nao conseguem utlizar este elemento diretamente. Apenas uma por¢do dos
organismos do grupo dos procariotos consegue converter ou reduzir
enzimaticamente o nitrogénio da atmosfera em amonia, a qual pode ser incorporada
para o crescimento e manutencao das células. Estes organismos sdo denominados
diazotréficos e 0o mecanismo responsavel pela incorporacdo de N a biomassa é
chamado de fixag&o biolégica de nitrogénio (FBN).

Portanto, a FBN € o processo pelo qual a maior parte do nitrogénio
atmosférico foi incorporado a matéria viva, ao longo da evolucdo do nosso planeta.
Ainda hoje, este processo constitui a principal via de incorporagéo de nitrogénio ao
ecossistema, que constantemente € reciclado para a atmosfera principalmente pela
acdo de organismos decompositores de matéria organica do solo. Dessa forma, a
acao de microorganismos fixadores de nitrogénio e denitrificadores garante um
reservatério inesgotavel de nitrogénio na atmosfera. Além de garantir um
ecossistema em equilibrio, a reducdo na aplicacdo de doses excessivas de
compostos nitrogenados, como por exemplo o nitrato, que contamina as aguas e 0s
vegetais consumidos pelo homem, possibilita 0 desenvolvimento de uma agricultura
menos agressiva ao ambiente. A estimativa é de que a contribuicdo de nitrogénio
fixado biologicamente varia de 139 a 170x106 toneladas de nitrogénio por ano, pelo
menos o dobro da fixacdo quimica (Peoples & Craswell, 1992).

Embora uma série de sistemas de fixacdo de nitrogénio ja tenham sido
descritos, a FBN é restrita aos organismos procariotos. Dentre estes organismos que

fixam nitrogénio (ou diazotrofos) muitos s@o heterdtrofos, necessitando de um



suplemento de carbono reduzido, o que depende indiretamente da energia da luz e
em geral requer uma simbiose com um hospedeiro eucarioto; ou sédo de vida livre,
competindo com outros microrganismos pela matéria organica disponivel no
ambiente. Outros sédo autétrofos, os quais podem reduzir o CO2 em presenca da luz.
Em geral, jA& foram descritas espécies representantes de varios grupos de
procariotos que fixam nitrogénio, tais como: bactérias fotossintéticas (ex.:
Rhodospirillum rubrum), bactérias anaerdbicas (ex.:Clostridium spp.), microaerébicas
(ex.: Azospirillum spp., Herbaspirillum spp., Acetobacter diazotrophicus,
Azorhizobium caulinodans, Azoarcus spp., Burkholderia spp., etc), bactérias
aerdbicas (ex.: Azotobacter spp. e Derxia spp.) e também alguns representantes das
cianobactérias (algas verdes-azuladas) e actinomicetos (Frankia) (Sprent & Sprent,
1990; Biological Nitrogen Fixation, 1997). Histérica e economicamente, Varios
diazotrofos tem sido amplamente utilizados como organismos modelos para
investigacbes em laboratérios. Clostridium pasteurianum, Azotobacter vinelandii e
Azotobacter chroococcum foram muito utilizados para o isolamento e caracterizagao
da enzima nitrogenase. As espécies Klebsiella pneumoniae, A. vinelandii, A.
chroococcum e Anabaena até hoje séo utilizadas como organismos modelo para os
estudos de genética e bioquimica da FBN (Haselkorn et al., 1985; Postgate, 1983).
Segundo Evans & Burris (1992), podemos caracterizar trés grupos de
bactérias fixadoras de nitrogénio, ou diazotrofos: diazotrofos de vida livre, que fixam
0 nitrogénio para seu préprio uso; diazotrofos associativos, que contribuem para o
crescimento da planta sem a formacdo de estruturas diferenciadas, néo
estabelecendo uma simbiose e os diazotrofos simbidticos, que estabelecem uma
interacdo muito estreita entre o macro e microsimbionte, e em alguns casos, sao

formadas estruturas diferenciadas denominadas nédulos.

2. DIAZOTROFOS DE VIDA LIVRE

Com a excecdo das bactérias fotossintéticas e cianobactérias que fixam
nitrogénio, a maioria das bactérias diazotréficas de vida livre sao heterotréficas
requerendo ecossistemas capazes de prover uma fonte de carbono utilizavel,

necessario para a fixacao de nitrogénio.



Os diazotrofos de vida livre foram os primeiros a serem reconhecidos, como é
0 caso de Beijerinkia fluminensis e Beijerinkia indica, isoladas da rizosfera de plantas
de cana-de-acUcar crescidas em solos tropicais, sendo demonstrado o seu potencial
na associacdo com gramineas (Ddbereiner & Ruschel, 1958; Ddbereiner, 1959).
Estas bactérias colonizam preferencialmente o rizoplano e a rizosfera de plantas de
cana-de-acglcar, em que os exudados, principalmente acUcares, estdo envolvidos
nesta associacdo, pois as bactérias sdo encontradas principalmente em areas onde
estes compostos sao liberados (Dobereiner & Alvahydo, 1959). Representantes do
género Beijerinkia sdo aerdbicos, quimioheterotréficos, podendo crescer em solos
acidos (pH 3,0 e 4,0). A eficiéncia da FBN neste grupo de diazotrofos é geralmente
10 - 13 mg N/g glicose consumida em um meio livre de nitrogénio contendo 1 ou 2%
de carboidrato (Becking, 1991).

Bactérias do género Klebsiella e Enterobacter da familia Enterobacteriaceae
sdo anaerébicas facultativas que fixam nitrogénio, porém requerem compostos
nitrogenados para crescer sob condi¢cdes estritamente anaerdbicas. Entretanto, as
condi¢cbes para fixagdo de N2 em K. pneumoniae, descritas por Mahl et al. (1965),
revelaram que quando nitrato esta presente no meio de cultivo pode ser utilizado
como aceptor final de elétrons da cadeia respiratéria permitindo dessa forma a
geracédo de energia suficiente para o processo de FBN.

A familia Azotobacteraceae é representada por dois géneros, Azotobacter e
Azomonas, sendo todos aerébicos, heterotréficos e fixadores de nitrogénio. Dentre
as espécies de Azotobacter conhecidas, as mais comuns sdo A. chroococcum, A.
vinelandii e A. paspali, sendo esta Ultima a mais estudada ecologicamente.
Azomonas spp. tém sido encontradas em habitats de agua corrente. Existe somente
um relato na literatura sobre a ocorréncia de uma espécie desse género em solo, a
A. macrocytogenes, diferindo das outras espécies por utilizar como fonte de carbono
manitol e maltose e por ndo utilizar malonato (Do6bereiner et al, 1995; Becking,
1991b).

Segundo Baldani et al. (1997) a atual funcdo das bactérias de vida livre na
associacdo com as gramineas é uma questdo que ainda requer esclarecimento.
Entretanto, somente em um caso, ha uma forte evidéncia de que um diazotrofo de
vida livre, Azotobacter paspali, contribua para a acumulacdo de nitrogénio na planta.
Os resultados de Boddey et al. (1983) revelaram, através da técnica de diluicdo

isotépica de 15N, que em Paspalum notatum cv. Batatais cerca de 20 kg de N



acumulado.ha-1.Ano-1 foi derivado da FBN, devido a associagdo muito especifica
desta graminea com o diazotrofo rizosférico A. paspali (Ddbereiner, 1966).

3. DIAZOTROFOS ASSOCIATIVOS

Dentro deste grupo podemos dividir os diazotrofos em dois grupos de acordo
com a proposicao de Baldani et al. (1997a): endofiticos facultativos (podem colonizar
tanto a rizosfera como o interior das raizes) e os endofiticos obrigatorios (colonizam

o interior das raizes).

3.1. Endofiticos Facultativos

Somente apés a redescoberta do género Azospirillum (grupo predominante
nos endofitos facultativos) por Dobereiner & Day (1975), os cientistas no mundo todo
mostraram interesse na associacdo dos diazotrofos com as gramineas (Dbdbereiner
& Baldani, 1982). O isolamento das espécies de Azospirillum como fixadores de
nitrogénio se deveu a introducdo de meios semi-sélidos sem N. O desenvolvimento
do meio semi-sdlido foi um fato muito importante para o isolamento de diazotrofos
com caracter microaerofilico. No caso de Azospirilum e outros diazotrofos, o
crescimento dependente de fixacdo de N2 ocorre em regides do meio de cultura
onde a taxa de difusdo de O2 estd em equilibrio com a taxa de respiracdo das
bactérias e, posteriormente, a pelicula formada vai se deslocando até a superficie do
gradiente de oxigénio, gracas ao fendbmeno de aerotaxia (Dobereiner et al., 1995).
Os microrganismos desse género colonizam tanto o interior quanto a superficie das
raizes de varias gramineas forrageiras e cereais, sendo entdo chamado de
diazotrofo endofitico facultativo (Dobereiner & Baldani, 1982).

A distribuicdo ecolégica de Azospirillum spp. é extremamente ampla podendo
ser considerada uma bactéria universal encontrada colonizando plantas crescidas
em diferentes habitats (Dobereiner et al., 1976; Doébereiner & Pedrosa, 1987).
Estirpes tem sido encontradas em associacdo com plantas monocotiledéneas,
incluindo milho, arroz, cana-de-ac¢Ucar, sorgo, gramineas forrageiras como Digitaria
e “Kallar grass” (Débereiner et al., 1976; Haahtela et al., 1981; Reinhold et al., 1986;
Rennie, 1980; Wong & Stemberg, 1979) e com as dicotiledoneas (Rao &



Vankateswartu, 1982). O género foi definido por Tarrand et al. em 1978 e hoje
compreende seis espécies, caracterizadas com base fenotipica, analise do
DNA:DNA e sequéncia da 16S rRNA: A. brasilense e A. lipoferum (Tarrand et al.,
1978), A. amazonense (Magalhédes et al., 1983), A. halopraeferens (Reinhold et al,
1987), A. irakense (Khammas et al., 1989) e A. largomobile (Dekhil et al., 1997).

Tanto A. lipoferum como A. brasilense utilizam malato como fonte de carbono,
mas somente o0 primeiro consegue utilizar glicose (Baldani et al., 1997a). As duas
espécies também tem a habilidade para produzir fitohorménios como IAA. Os genes
para a biossintese desse fitohorménio foram encontrados também em A.
amazonense, mas nao em A. irakense (Vandebroek & Vanderleyden, 1995). A
habilidade para utilizar sacarose é a principal caracteristica de A. amazonense e A.
irakense, embora somente a primeira espécie seja habil para crescer em varios pHs,
sendo que para as demais espécies € requerido um pH perto do neutro. O 6timo
crescimento com relacdo a temperatura, esta entre 32 e 37°C, sendo que A.
halopraeferens tem um crescimento 6timo a 41°C e possui tolerancia a condicfes
salinas. Complementando, A. irakense hidrolisa pectina e também tolera altas
concentracdes de sais (Baldani et al., 1997a; Ddbereiner et al, 1995). Varias estirpes
de Azospirillum reduzem nitrato a nitrito, o qual € acumulado no meio semi-soélido ou
sob condicbes anaer@bicas, e nitrito a 6xido nitroso e dinitrogénio (Ddbereiner,
1991).

Segundo Baldani et al. (1997a), embora varias caracteristicas ecolbgicas e
fisiologicas estejam sendo desvendadas, ainda falta conhecimento sobre o
mecanismo envolvido na interacdo bactéria-planta e como ele contribui para o
nitrogénio acumulado nas plantas. Apesar das diferentes formas de interacéo, estes
diazotrofos, quando estdo em associacao com gramineas, garantem aumentos de 5
a 30% na producéao (Baldani et al., 1983; Okon & Labandera-Gonzalez, 1994).

3.2. Endofiticos obrigatorios

Entre o0s diazotrofos endofiticos obrigatérios estdo: Acetobacter
diazotrophicus (Cavalcante & Dobereiner, 1988), Azoarcus spp. (Reinhold-Hurek et
al.,, 1993), Herbaspirillum seropedicae (Baldani et al., 1986), Herbaspirillum
rubrisubalbicans (Baldani, 1996; Gillis et al., 1991; Baldani et al., 1996) e
Burkholderia spp. (Yabuuchi et al., 1992; Baldani et al., 1997b). Essa caracteristica,
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descoberta recentemente, parece ser a chave para explicar a contribuicdo de fixacéo
de N2 muito mais eficiente das associacdes endofiticas, especialmente nos tropicos,
do que das associacOes rizosféricas (Dobereiner, 1995; Dbbereiner et al., 1995).
Além destas, outros diazotrofos de carater anaerdbio sdo capazes de colonizar a
endorizosfera e vasos do xilema, como Alcaligenes faecalis em arroz (You & Zhou,
1989) e Pantoea agglomerans em aveia (Ruppel et al., 1992), além de Bacillus spp.,
K. pneumoniae, Erwinia sp., Enterobacter sp. e varios outros diazotrofos (Di Fiore &
Del Gallo, 1995: Mcinroy & Kloepper, 1995; Palus et al., 1996; Stoltzfus et al., 1997).
Mas de acordo com Ddbereiner e Pedrosa (1987), os diazotrofos anaerdbios
apresentam baixa capacidade de conversdo da energia a partir de fontes de
carbono. Assim, os beneficios dessa associacdo parecem ser limitados pela
disponibilidade de substratos organicos.

A. diazotrophicus é uma bactéria microaerdbia, que tem a capacidade de
crescer em baixo pH (5,0 ou menos), produzir &cido acético a partir de etanol, tolerar
altas concentracbes de sacarose (10%) e inibir parcialmente a fixacdo de NH4,
especialmente em altas concentracfes de sacarose (Gillis et al., 1989; Teixeira et
al., 1997; Boddey et al., 1991; Stephan et al., 1991). E encontrada principalmente
associada com plantas contendo alta concentragcdo de acucar, como cana-de-
acucar, batata-doce e capim cameroon (Pennisetum purpureum), todas propagadas
vegetativamente (Baldani et al., 1997). Esta bactéria ocorre em nuimeros elevados
no interior do colmo da cana-de-agUcar e possibilita a fixacdo de nitrogénio, mesmo
na presenca de nitrato absorvido do solo, ja que ndo possui a redutase do nitrato.
Além da cana, também foi verificada a presenca de A. diazotrophicus em tecidos
cafeeiros (Jiménez-Salgado et al., 1998). A ocorréncia restrita deste diazotrofico foi
confirmada pela sua completa auséncia no solo e em tecidos de plantas daninhas
crescidas entre e dentro das fileiras de experimentos de campo com cana-de-agucar
(Dbbereiner et al., 1988). Estes resultados foram também confirmados usando
primers espécie-especifico desenhados para discriminar A. diazotrophicus de outras
espécies de Acetobacter e outros diazotrofos (Reis et al., 1995). Outra caracteristica
Unica desta bactéria é a habilidade para excretar parte do nitrogénio fixado para o
meio de cultura como sugerido por Cojho et al. (1993). Estes autores utilizaram
levedura durante o co-cultivo com A. diazotrophicus, como modelo de interacao
diazotrofo-planta, observando acumulo de 30 a 40% desse nitrogénio no inicio do

crescimento, liberando depois quase metade dele para a levedura. Mais
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recentemente, resultados de Cruz et al. (1995) sugerem que a amobnia é o produto
excretado por A. diazotrophicus sob condicfes de fixagdo de nitrogénio.

Foram ainda isoladas, a partir de plantas de cana-de-acUcar, dois outros
diazotrofos endofiticos, descritos como H. seropedicae (Baldani et al., 1986), que
ocorre na maioria dos cereais e gramineas forrageiras, e H. rubrisubalbicans, até
entdo considerado um leve patdgeno em algumas variedades de cana-de-agucar,
mas que ndo afeta as variedades comerciais brasileiras (Pimentel et al., 1991). A
descoberta de diazotrofos endofiticos, que colonizam em numeros elevados raizes,
colmos e folhas de cana-de-agUcar e outras gramineas, mudou completamente o
conceito de associagfes rizosféricas. Esta descoberta permitiu explicar o grande
potencial da contribuicdo dos diazotrofos para o suprimento de nitrogénio a s culturas
de cana-de-acucar, pois em certas variedades dessa planta, a fixacdo de nitrogénio
por estas bactérias pode ser suficiente para suprir trés vezes a média atual da
produtividade brasileira (60 t . ha-1), desde que os demais nutrientes e agua nao
sejam fatores limitantes (Franco & D6bereiner, 1994).

Representantes do género Herbaspirillum sdo microaerofilicos, toleram
drasticas mudancas no pH (5,3 — 8,0) e uma concentracdo de oxigénio maior que as
espécies de Azospirillum (Baldani et al., 1986). Sdo também bastante semelhantes
entre si, podendo, as duas especies, serem diferenciadas através do uso
preferencial de duas fontes de C: N-acetil-glucosamina e meso-eritritol. A espécie H.
seropedicae € capaz de usar N-acetil-glucosamina como Unica fonte de C, sob
condi¢bes de fixacdo de N, enquanto H. rubrisubalbicans usa meso-eritritol somente
em meio com N mineral. As duas espécies podem também ser separadas, através
do uso de sondas de oligonucleotideos (Débereiner et al., 1995). H. seropedicae,
tem sido isolada de muitas gramineas, tais como milho, sorgo, arroz, cana-de-acucar
e de vaérias plantas forrageiras crescidas no Brasil (Baldani et al., 1986). Esta
espécie também foi isolada de outras plantas nao-leguminosas, como o dendég,
sendo encontrada no interior de raizes e caules dessas plantas (DObereiner et al.,
1994; Ferreira et al., 1995). A disseminacdo natural de H. seropedicae ainda nao
esta clara, podendo ocorrer através da propagacao vegetativa, como no caso de A.
diazotrophicus em plantas de cana-de-acUcar, ou por sementes. A disseminacédo por
propagacdo vegetativa foi confirmada pela presenca da bactéria em plantas de
cana-de-agUcar originadas por processos de micropropagacdo, nos quais o

meristema apical ndo foi cuidadosamente extraido (Olivares et al., 1996). Por outro
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lado, existe a evidéncia de que sua disseminacdo pode ocorrer através de
sementes, jaA que foram obtidos isolado de sementes de cereais como 0 arroz
(Baldani et al., 1995). Além disso, H. seropedicae ndo sobrevive bem no solo
natural, como outros endofitos, sendo sua sobrevivéncia menos afetada em solo
estéril, o que indica que fatores biolégicos interferem na sobrevivéncia desta
bactéria. Todavia, a taxa de sobrevivéncia de H. seropedicae em ambos o0s solos foi
mais alta do que a observada para A. diazotrophicus (Caruso e Baldani, 1995). A
outra espécie do género Herbaspirillum, H. rubrisubalbicans, foi derivada da
reclassificacdo de Pseudomonas rubrisubalbicans, considerada um agente
fitopatogénico causador da doenca conhecida como estria mosqueada em algumas
variedades susceptiveis de cana-de-acUcar cultivadas no Brasil (Pimentel et al.,
1991). Esta espécie foi incluida no género Herbaspirilum com base na homologia
DNA:rRNA e em algumas caracteristicas fisiologicas, como incorporacdo do gas
15N2 (Gillis et al., 1991; Baldani et al., 1996). Estudos de caracterizacdo ecoldgica
dessa nova espécie demonstra claramente a ocorréncia de H. rubrisubalbicans em
raizes, caules e folhas de cana-de-aclUcar de todas as partes do mundo, sendo
também encontrada em arroz e palmeira (Ferreira et al., 1995; Baldani et al.,1997a;
Olivares et al., 1996).

O género Azoarcus inclui as espécies A. indigens, A. communis, A. tolulyticus,
A. evansii e alguns poucos isolados que, por ndo mostrarem alta homologia com
estas espécies, sdo chamados Azoarcus sp., tendo sido todos isolados de raizes de
“Kallar grass” (Leptochloa fusca (L.) Kunth) crescidas em solos salinos do Paquistéo
(Reinhold-Hurek et al., 1990; Reinhold-Hurek et al., 1993; Anders et al., 1995; Zhou
et al., 1995). As espécies podem ser diferenciadas através do uso de acido p-amino
benzéico (A. indigens) e uso de citrato e D-alanina (A. communis), crescem em altas
temperaturas (37-40 °C) e pH 6timo em torno de 6,5-6,8 (Dbbereiner et al., 1995).
Enzimas como celulases, exoglucanase e uma endoglucanase, sempre detectadas
em Azoarcus, podem contribuir para o processo de infeccao deste endofito
obrigatério dentro da planta (Hurek & Reinhold-Hurek, 1994; Reinhold-Hurek et al.,
1994).

A maioria do grupo Il rRNA de Pseudomonas pertence a subclasse b de
Proteobacteria e foi transferido recentemente para o0 novo género Burkholderia
(Yabuuchi et al., 1992; Urakami et al., 1994; Tran Van et al., 1994; Gillis et al., 1995),
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com base na sua composicado celular, sequenciamento da 16S rRNA, homologia
DNA:DNA e caracteristicas fenotipicas (Yabuuchi et al., 1992; Yohalem e Lorbeer,
1994). Esta bactéria, que foi originalmente descrita como agente causal da podridao
mole em cebola (Burkholder, 1950), tem sido encontrada em diferentes tipos de
solos e raizes. Atualmente esta bactéria é considerada de grande importancia
devido ao seu uso no controle bioldgico, por apresentar antagonismo a alguns
fungos e patégenos de plantas existentes no solo (Mcloughlin et al., 1992), assim
como por degradar alguns pesticidas (Jacobsen, 1997; Mars et al., 1996; Pefaloza-
Vazquez et al., 1995). Gillis et al. (1995) transferiram P. andropogonis e P.
cocovenenans para o género Burkholderia, incluindo uma nova espécie B.
vietnamiensis (Tran Van et al., 1994) para estirpes fixadoras de N2 isoladas da
rizosfera de arroz. Além disso, dois isolados do género Burkholderia, que fixam
nitrogénio, foram obtidos de amostras de material humano, e de acordo com as
caracteristicas genéticas, foram incluidos na espécie B. vietnamiensis. Da mesma
forma, a ocorréncia de B. cepacia ndo estd apenas restrita ao solo e raizes das
plantas, uma vez que também tem sido encontrada em pacientes com fibrose cistica
(Goldmann & Klinger, 1986) e como contaminante de solugbes empregadas em
praticas hospitalares (Bevivino et al.,1994). Durante o desenvolvimento dos
trabalhos de levantamento ecoldgico de diazotréficos em plantas de arroz (Oliveira,
1992) e de mandioca (Balota, 1994), foi observada a presenca de um novo
microrganismo com algumas caracteristicas fisiolégicas semelhantes ao
Herbaspirillum, mas apresentando caracteristicas morfolégicas distintas e que foi
inicialmente denominado de bactéria “E” (Oliveira, 1992). No meio semi-sélido
desenvolvido por Oliveira (1992), o qual continha glicose, oxalato e citrato para o
isolamento de diazotrofos de raizes e colmos de arroz que utilizassem estas fontes
de carbono, observou-se um crescimento lento da bactéria (Baldani et al., 1996). No
entanto, como a cultura do arroz € de grande importancia, Baldani (1996) decidiu
fazer um trabalho mais completo sobre esta bactéria diazotréfica, que consistiu no
aprimoramento do meio de cultivo, visando avaliar a ocorréncia desta bactéria nas
diversas partes da planta e obter dados de fisiologia e genética, que permitiram
agrupa-la dentro do género Burkholderia sp. Neste novo meio (denominado JMV)
foram obtidos 37 novos isolados de diferentes variedades de arroz, 10 de cana-de-
aclucar e 6 de batata-doce. Essa bactéria pode ser encontrada em numeros

relativamente altos no interior das raizes, colmos e folhas de arroz, cana-de-aculcar,
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mandioca e batata-doce. A eficiéncia da fixacdo de N2 em meio JMV semi-sélido
(0,5% manitol) variou de 9,7 a 14,9 mg de N fixado/g de carbono consumido. Esta
eficiéncia é similar a obtida por H. seropedicae no meio NFb, onde a eficiéncia
variou de 12 a 15 mg de N fixado/g de malato ou 13 mg de N fixado/g de manitol
consumido (Baldani et al., 1986; Baldani, 1996). Hartmann et al. (1995), verificaram
através do sequenciamento parcial da 23S e 16S rDNA da estirpe PPe8, que
apesar pertencer ao género Burkholderia, ndo se inclui na espécie B. vietnamiensis
e, portanto, corresponde a uma nova espécie. Kirchhof et al. (1995) utilizando
sequéncias da 23S rRNA dos isolados PPe8 e M130, também verificaram a
existéncia de dois grupos distintos, um deles formado por 4 isolados obtidos de
cana-de-acUcar e o outro formado pelos demais isolados obtidos de arroz, mandioca
e batata-doce. A funcdo deste novo enddfito, na associacdo planta-bactéria é ainda
desconhecida, e estudos mais detalhados sdo necessarios para elucidar seu papel
em comparacao com outros endoéfitos (Baldani, 1996).

4. DIAZOTROFOS SIMBIOTICOS

A capacidade de fixar nitrogénio simbioticamente é encontrada em varios
grupos de microrganismos e, em alguns casos, observa-se a formacao de estruturas
diferenciadas.

Em relacdo ao rizébio, durante a sua associacdo com leguminosas, sao
observadas estruturas chamadas ndédulos. Esses microrganismos sao tipicamente
habeis para invadir as raizes de plantas leguminosas de zonas temperadas e
tropicais, fazendo com que ocorra a forma¢édo do nédulo. Nos nédulos, o rizébio, na
forma pleiomérfica (bacteréide) estd normalmente envolvido na fixagdo do nitrogénio
atmosférico dentro de uma forma combinada (aménia), que pode ser utilizado pela
planta hospedeira. Atualmente, sédo conhecidos cinco géneros de diazotrofos da
familia Rhizobiaceae: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium e Allorhizobium (Dreyfus et al., 1988; De Lajudie et al.,, 1994;
Martinez-Romero & Caballero-Mellado, 1996; Jarvis et al., 1997; Lajudie et al.,
1998). Segundo Franco & Ddbereiner (1994), as leguminosas se prestam aos mais
diversos usos, sendo que a maioria das espécies de importancia econébmica sdo
capazes de nodular e fixar N2 atmosférico em condi¢cdes minimas de nitrogénio. A

taxa de fixacdo varia com a espécie, mas € geralmente limitada pelas condi¢cdes
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abidticas do solo, como: a acidez do solo (Wolff et al., 1991; Anyango et al., 1995), o
tipo de solo, textura e composicdo (Heijnen et al., 1993), temperatura e umidade
(Wolff et al., 1991; Hungria et al., 1993) e metais pesados (Hirsch et al., 1993).
Entretanto, em condi¢fes favoraveis, inoculando com o rizébio especifico, corrigindo
deficiéncias dos demais nutrientes e adequando a espécie as condicbes
edafopedocliméticas, altas taxas de fixagcdo podem ser obtidas. Os rizébios podem
ser isolados dos nodulos, mas ndo sao facilmente identificados quando isolados do
solo (Elkan & Bunn, 1992). Tradicionalmente, se tem dividido os rizobios em grupos,
de acordo com a velocidade de crescimento, como primeiro sugerido por Lonis &
Hansen (1921), os de crescimento rapido (Rhizobium, Azorhizobium e
Sinorhizobium), crescimento intermediario (Mesorhizobium) e crescimento lento
(Bradyrhizobium).

As bactérias pertencentes ao género Rhizobium sao aerdbicas, gram-
negativas, usualmente produzem poli-b-hidroxibutirato, sdo moveis, temperatura
Otima de crescimento entre 25-30 oC e pH 6-7. Algumas estirpes, porém, podem
crescer em extremos de temperatura (4-425 oC) e pH (4,5-9,5). Séo
quimiorganotroficas, utilizando uma série de carboidratos e sais de acidos organicos
como fontes de carbono, sem a formacdo de gas. Celulose e amido ndo sédo
utilizados. Produzem uma reacdo acida em meio contendo sais minerais e manitol
ou outros carboidratos e reacao alcalina oriunda de uma reacao proteolitica. Sais de
amonio, nitrato, nitrito e muitos aminoacidos podem servir como fontes de nitrogénio.
Peptona é pobremente utilizada. Caseina e agar ndo sao hidrolizados (Jordan,
1984). As espécies pertencentes a este género sao R. leguminosarum (Jordan,
1984), R. galegae (Lindstrom, 1989), R. tropici (Martinez-Romero et al., 1991), R. etli
(Segovia et al.,, 1993), R. gallicum e R. giardinii (Amarger et al., 1997) e R.
hainanense (Chen et al., 1997).

O género Bradyrhizobium possui caracteristicas semelhantes ao género
Rhizobium diferindo nos seguintes aspectos: a reagao que ocorre em meio contendo
sais minerais e manitol é alcalina e, algumas estirpes podem crescer
quimiolitotroficamente na presenca de H2, CO2 e baixos niveis de O2 (Jordan,
1984). Arabinose tem sido a fonte de carbono preferida para muitas estirpes (Elkan
& Kuykendall, 1981). Este género possui trés espécies: B. japonicum (Jordan, 1982),
B. elkanii (Kuykendall et al., 1992) e B. lianingense (Xu et al.,, 1995), todos
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nodulando Glycine. Ha ocorréncia de nodulacdo em uma planta ndo-leguminosa
denominada Parasponia, membro da familia Ulmanacea, com o género
Bradyrhizobium (Trinick, 1979; Trinick, 1989).

O género Azorhizobium compreende apenas uma espécie A. caulinodans,
capaz de nodular a raiz e caule de Sesbania rostrata (Dreyfus e Dommergues,
1981). Ao contrario de Rhizobium e Bradyrhizobium, este género ndo assimila
acucares (exceto glicose). Pode fixar nitrogénio no estado de vida livre. Assimila
alcoois como 1,2-propanediol e 2,3-butanediol. As células sdo gram-negativas,
moéveis e fixam nitrogénio atmosférico sob condi¢cdes microaerdbicas, requerendo
acido nicotinico para esta fixacdo. Testes para oxidase e catalase tem resultados
positivos e urease negativo. Acidos organicos como lactato ou succinato s&o o0s
substratos favoritos como fonte de carbono para crescimento dependente de NH4+ e
N2, sendo que malonato também é utilizado. Amido n&o é hidrolizado, ndo oxida
manitol e nem desnitrifica. O crescimento ocorre de 12 a 43 oC e pH de 5,5 a 7,8,
sendo que o crescimento pode ocorrer na presenca de prolina. (Dreyfus et al., 1988).

O género Mesorhizobium possui estirpes com células gram-negativas,
aerdbicas, moveis (apresentam flagelo) podendo conter poli-b-hidroxibutirato. Todas
as espécies assimilam glicose, raminose e sacarose metabolizando-os em produtos
acidos. O pH ideal para crescimento esta entre 4,0 e 10,0 e temperatura entre 37 a
40 oC. Até o presente momento foram descritas as espécies M. loti (nodulando
Lotus), M. huakuii (nodulando Astragalus sinicus), M. ciceri e M. mediterraneum
(nodulando Cicer arietinum), M. tianshanense (Jarvis et al., 1997; Lindstrom, et al.,
1995; Young & Haukka, 1996), M. amorphi (nodulando Amorpha sp.) (Lindstrom et
al., 1998) e M. plurifarium (nodulando Cicer) (Lindstrom et al., 1998).

No género Sinorhizobium as células usualmente contém granulos de poli-b-
hidroxibutirato, sdo gram-negativas, aerdbicas e moveis. A temperatura 6tima de
crescimento varia entre 25 e 30 oC, mas muitas estirpes crescem a 350C e outras a
100C, o pH 6timo esta entre 6 e 8, porém algumas estirpes crescem em pH 5 e
outras em pH 10,5. As bactérias sdo quimiorganotroficas, utilizando uma série de
carboidratos (mas ndo celulose e amido) e sais de acidos organicos como fonte de
carbono. Cloreto de aménio e nitrato ao invés de aminoacidos séo preferidos como
fonte de nitrogénio, mas algumas estirpes utilizam certos aminoéacidos. Peptona ndo

€ muito utilizada e ndo ocorre a producéo de 3-cetolactose a partir de lactose. Todas
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as estirpes requerem pantotenato e acido nicotinico, mas suas reacdes a outras
vitaminas sao variaveis e todas produzem citocromo oxidase e catalase. As células
produzem uma reacdo acida em meio contendo sais minerais com Varias
carboidratos. O género possui as seguintes espécies: S. meliloti (nodulando
Medicago) S. fredii (Glycine) S. saheli , S. teranga (Acacia) (Chen et al., 1988; De
Lajudie et al., 1994) e S. medicae (nodulando Medicago polymorpha) (Brunell et al.,
1998).

O novo género Allorhizobium estd representado pela espécie A. undicola,
bactéria fixadora de nitrogénio capaz de formar nddulos no caule de Neptunia
natans, uma leguminosa tropical de ocorréncia no Senegal (Lajudie et al., 1998). Foi
demonstrado que este grupo é fenotipicamente e filogeneticamente separado das
espécies descritas anteriormente, sendo o0 seu vizinho mais proximo, o
Agrobacterium vitis, com 96,2% de homologia, deduzido pelo sequenciamento do
gene 16S rRNA. As células sdo gram-negativas, aerObicas e moveis,
quimiorganotréficas e utilizam uma série de acidos organicos e aminoacidos como
fonte de carbono para crescimento. Varias caracteristicas descriminativas podem ser
usadas para diferenciar A. undicola dos outros géneros que nodulam as
leguminosas. Em particular, o crescimento em adonitol, N-acetil-glucosamina, D-
melibiose, D-rafinose, L-fucose, gluconato, butirato, glutarato, DL-glicerato, L-
tartarato, citrato e L-ornitina. Entretanto, 3-cetolactose ndo é produzido a partir de
lactose. Crescimento em meio contendo carboidrato é usualmente acompanhado
pela producéo de polissacarideos. Estirpes de A. undicola podem formar nddulos e
fixar nitrogénio em Neptunia natans. Pode também nodular Medicago sativa, Acacia
senegal, Acacia seyal, Acacia tortilis subsp. raddiana, Lotus arabicus e Faidherbia
albida, mas os nodulos nem sempre fixam nitrogénio. Nenhuma estirpe foi
encontrada capaz de nodular Sesbania rostrata, Sesbania pubescens, Sesbania
grandiflora, Vigna unguiculata ou Macroptilium atropurpureum (Lajudie et al., 1998).

Além dos rizébios, bactérias pertencentes ao género Frankia, também fazem
simbiose com diversas plantas. Essas bactérias sdo aerébicas ou microaerofilicas,
gram-positivas, embora as células mais velhas podem ser gram variavel,
pertencendo a ordem Actinomicetales, uma ordem de bactérias filamentosas, sendo
a simbiose chamada de actinorriza. As principais plantas que participam da simbiose
com Frankia sdo do género Alnus, Casuarina e Elaeagnus. Ha uma grande

diversidade de plantas noduladas por Frankia incluindo mais de 200 espécies
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distribuidas em 24 géneros de oito familias (Stacey et al., 1992; Kuss-Danell, K.,
1997). Frankia tipicamente produz um micélio vegetativo composto de filamentos
septados, sendo que neste micélio podem ser produzidos dois tipos de células, a
vesicula, a qual é o sitio da fixacdo de nitrogénio (Meesters et al., 1987) e o esporo,
desenvolvido no esporangio, e que pode persistir no solo por um longo tempo (ex.:
30 meses) (Tortosa & Cusato, 1991). H4 uma grande dificuldade em se isolar este
microrganismo, devido ao seu crescimento muito lento em comparagcdo com 0s
demais microrganismos do solo. O meio para o seu isolamento ndo contém
nitrogénio e é composto de sais inorganicos simples com solucao de propionato de
sédio como fonte de carbono (Baker, 1989). Os acidos organicos tem mostrado ser
melhores fontes de carbono para muitas espécies, com succinato, piruvato e
propionato sendo os melhores e muitos acucares podem ser utilizados. As diferentes
estirpes podem diferir em sua velocidade de crescimento em diferentes fontes de
carbono (Baker & Mullin, 1992). Algumas estirpes produzem enzimas como celulase,
pectinase e proteinase em culturas puras (Benson & Silvester, 1993). O processo de
infeccdo por Frankia inicia como uma relacdo simbidtica com a planta hospedeira
podendo ser de dois tipos, infeccdo de raizes e infec¢do via penetracao intercelular,
sendo estes modos analogos aos observados nos legumes simbiéticos (Miller &
Baker, 1986; Sprent, 1989). Ao contrario dos nddulos dos legumes que sado limitados
por oxigénio, nddulos actinorrizais mostram maxima velocidade de fixacdo de
nitrogénio em niveis atmosfériccos de oxigénio (Gauthier et al., 1981). Plantas
actinorrizais (como os géneros Alnus spp., Comptonia, Myrica, Coriaria e Datisca
spp., Gymnostoma, etc) sdo mais numerosas e possuem maior diversidade em
regides temperadas, onde sdo frequentemente encontradas em solos pobres em
nitrogénio (Baker & Mullin, 1992).

Uma outra simbiose de grande importancia € a que ocorre entre as
cianobactéria e varias plantas. Elas sdo procariotos gram-negativos, que fazem
fotossintese com aspectos muito similares as plantas superiores. Possuem células
especializadas em fixar nitrogénio, os heterocistos, pois a cianobactéria faz na
mesma célula a fotossintese (processo oxigénico) e a fixacdo de nitrogénio
(processo sensivel ao oxigénio). No caso de simbiose entre cianobactérias e plantas
podemos citar como plantas hospedeiras as angiospermas (género Gunnera),
gimnospermas (cicadias), pteridéfitas (Azolla), britfitas (género Anthosceros, Blasia,

Cavicularia e Sphagnum), sendo que a maior parte das associacdes, sao de
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espécies dos géneros Nostoc e Anabaena. Além disso, fungos e algas formadoras
dos liguens constituem alguns exemplos de simbiose (género Collema, Peltigera,
Leptogium, etc), (Schenk, 1992; Sprent & Sprent, 1990; Stacey et al., 1992).

5. CONSIDERACOESFINAIS

A aplicagdo pratica da FBN em gramineas ainda € incipiente, porém grandes
avancos tem sido obtidos em termos da identificacdo da contribuicdo da FBN e a
manipulacdo das associacfes bactérias fixadoras de nitrogénio com as gramineas
visando aumentar sua eficiéncia. As pesquisas conduzidas no Centro Nacional de
Pesquisa de Agrobiologia ja levaram a identificacdo de nove espécies de bactérias
diazotréficas. Dentre as espécies de bactérias diazotréficas que colonizam raizes,
colmos e folhas de cana-de-aclcar, estdo o0 Acetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicans e Burkholderia brasilensis. O
nitrogénio oriundo da FBN em cana-de-agucar € de até 60%, ocasionando uma
economia de R$ 150 milhdes em fertilizantes nitrogenados. Mesmo assim, ainda ndo
se conhece a(s) bactéria(s) responsavel pela FBN em cana.

Nas leguminosas, a FBN associada a soja € a de maior expressao, podendo
ser estimado que na condi¢cdo brasileira quase 2 bilhdes de délares tem sido
economizados anualmente com a FBN. Isto se deve em boa parte ao melhoramento
vegetal direcionado para uma maior contribuicdo da FBN e de diversos trabalhos de
selecao de rizébios adaptados a s condi¢des dos solos brasileiros. No caso de outras
leguminosas como o feijao, foram isoladas estirpes que séo tolerantes a acidez e a
altas temperaturas podendo a inoculacdo com estas estirpes duplicar a média da
produtividade nacional. Entretanto, nem sempre as respostas a inoculacdo sao

positivas.
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