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INTRODUQÁO

Mesmo que haja urna reserva ilimitada

de nitrogénio na atmosfera este elemento

representa o fator principal limitante da

produgáo agrícola e nos países em

desenvolvimento representa mais que 70%

dos custos dos fertilizantes. A pesquisa

agropecuaria brasileira, mais que a de

outros países, devido aos elevados pregos
de fertilizantes nitrogenados, tem buscado

as mais variadas alternativas para utilizacáo

de nitrogénio molecular da atmosfera

(Dóbereiner & Pedrosa, 1987). É privativo
de alguns grupos de microrganismos proca-
riontes a capacidade de transformar este N2
molecular em formas utilizáveis pelos

vegetáis e assim retornar o nitrogénio perdi
do ao sistema solo planta. A engenharia

genética até hoje nao conseguiu transferir

todas as informagóes necessárias para a

SUMMARY

One of the most important factors afecting sustainability of agricultural

systems is the supply of nitrogen through biological N2 fixation in rotations

including forage and grain legumes. Recent findings indícate highly promisins

possibilities of complementing legumes with productive forage grasses, ie.

certain Bracchiaria spp., Panicum maxicum and Pennisetum purpureum

genotypes that are capable of obtaining a large portion of their N needs from

biological Nz fixation in association with bacteria.

The inclusión of sugar cañe in rotation systems for regions with good
conditions for this crop, could become an attractive production alternative..

Several new bacteria that form endophytic associations with this crop were

isolated. Nitrogen balance and 15N experiments demostrated that over 100 kg

N/ha/yr could be obtained in associations with certain sugar cañe genotypes
andmore than 200 kg N/ha/yr with a Saccharum spontaneum variety used as

forage in Philippines.
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DE NITROGÉNIO

EM PLANTAS NAO

LEGUMINOSAS

expressáo dos genes "n if e fix" para

eucariontes, nem mesmo para fungos.
Assim o sistema mais perfeito, capaz de

substituir os processos químicos de fixagáo
de nitrogénio e produgáo de fertilizantes, é

asimbiose das leguminosas. Nos últimos 1 5

anos, a extensáo da capacidade de fixar N2
para cereais e outras gramíneas tem se

tornado um dos maiores desafios da pesqui
sa agropecuaria. Ao lado das tentativas de

transferir a capacidade de fixar N2 dire-

tamente para plantas superiores, a aproxi-

magáo mais conservadora tem sido a de

identificar e manipular associagóes já exis
tentes de bacterias fixadoras de N2 com

gramíneas.

AVANQOS NA FIXAQAO DE

NITROGÉNIO EM GRAMÍNEAS

A pesquisa sobre fixagáo de nitrogénio
associada as gramíneas recentemente tem
feito progressos na elucidagáo dos varios

sistemas, como ainda na quantificagáo da

fixagáo de nitrogénio avahada pelo método

de diluigáo isotópica 15N complementado por
balangos de N. Estes experimentos mos-

traram que valores de 1 0 a 50% do N incor

porado podem ser provenientes do 14N at

mosférico, em arroz e gramíneas forra-

geiras(Boddey& Dóbereiner, 1988; Boddey
& Victoria, 1986; Miranda e Boddey, 1987).
Experimentos em cilindros sob condigóes
de campo usando este método mostraram
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Quadro 1 . Fixagáo de N2 associada a 5 ecotipos de Panicum máximum

avaliada pelo método de diluicáo isotópica de 15N (Miranda et al., 1987).

N total N proveniente % N proveniente

Ecotipo acumulado da fixagáo de da fixagáo
kg/ha/més N biológica

33

29

39

27

47

T71 29 2 10.0

Coloniáo 22.4 6.4

K190B 22.8 8.8

K249 18.0 5.2

KK29 12.8 7.2

que Bracchiaria humidicolae B. decumbens

obtiveram em media anual 30 e 40% do N da

fixagáo biológica, correspondentesa29e45

kg N/ha. B. radicans nestes experimentos
nao obteve nitrogénio considerável desta

fonte sendo usado como controle (Boddey e

Victoria, 1986). Comparando varios

ecotipos de Panicummáximum pelo mesmo

método, Miranda e Boddey (1987) mostra-

ram que na época de crescimento rápido
esta forrageira obteve até 10 kg N/ha por

mes, mais que 30% de N total acumulado

(quadro 1).

Parece menos adiantada a identificagáo
das bacterias diazotróficas responsáveis

pela fixagáo de N2 observada. Contrario ás

observagóes iniciáis que indicaram

Azospirillum spp. como as bacterias respon

sáveis, tém sido descobertas varias novas

bacterias que se multiplicam seletivamente

na superficie ou no interior das raízes de

gramíneas (quadro 2). Estirpes de Azospi
rillum spp. seleccionadas, marcadas com

resistencia a antibióticos, puderam ser

estabelecidas no interior de raízes de trigo e

sorgo, no campo (Baldani et al., 1986a;

RESUMO

Um dos fatores mais importantes para a sustentabilidade de sistemas

agrícolas é o fornecimento de nitrogénio através da fixagáo biológica deN2pela
rotagáo de culturas com leguminosas de grao e forrageiras. Pesquisas
recentes indicam possibilidades altamente promissoras de complementar as

leguminosas com gramíneas forrageiras produtivas, e.g. certos genotipos de

Bracchiaria spp., Panicum máximum e Pennisetum purpureum que sao

capazes de cobrir grande parte das suas necessidades de N pela fixagáo

biológica de N2 em associagao com bacterias. Para asáreas onde há condigóes
do cultivo da cana-de-agúcar, a ¡ntrodugáo desta cultura na rotagáo de culturas

poderá representar uma novidade altamente atrativa. Foram recentemente

isoladas varias bacterias novas que formam associagóes endófitas com esta

cultura e experimentos de balango deNede diluigáo isotópica de 15Nmostraram

que mais que 100 kg N/ha.ano podem ser obtidas em associagao com alguns

genotipos de cana-de-agúcar e mais que 200 kg N/ha com uma variedade de

Saccharum spontaneum usada ñas Filipinas como forrageira.

Baldani et al., 1987) e aumentos estatisti

camente significativos da incorporagáo de

nitrogénio e da produgáo foram obtidos com

a sua inoculagáo. Nao há, entretanto, ainda,

comprovagáo de que estes efeitos da ino

culagáo se devem á fixagáo de N2. Obser

vagóes com o método de dilugáo isotópica
indicam papel mais importante de certas

estirpes de A. brasiliense numa assimilagáo
mais eficiente do nitrato aplicado como

adubo (Boddey et al., 1986) causado pela
atividade de nitrato redutase das bacterias.

Isto foi demonstrado com mutantes nitrato-

redutase negativas que, em cultura mono-

xénica, proporcionaram aumento do trans

porte de N nitrato para a parte aérea de trigo,

enquanto as estirpes origináis o diminuíram

(quadro 3). Recentemente novos ¡solados

de Azospirillum spp. obtidos de campos de

trigo no Rio Grande do Sul onde nao se

aduba com nitrogénio, mostraram potencial
de fixar N2 em associagao com trigo in vitro

e se mostraram promissores também em

experimentos de vasos (quadro 2).

Recentes descobertas mostram ainda

potencial de fixagáo de N2, semelhante ou

maior do que o da soja, na cultura de cana-

de-agúcar (Urquiaga et al., 1989a e b). O

Brasil é hoje o maior produtor de cana-de-

agúcar no mundo e esta cultura é plantada
em 22 dos 26 estados do Brasil, ocupando

quase 4.000.000 de hectares. Os estados

mais importantes Sao Paulo (48% da área

nacional), Pernambuco (12%), Alagoas

(11%), Minas Gerais (6%), Rio de Janeiro

(5%). Em 1 986 a cana ocupou 8% da área

cultivada nacional (52.000.000 ha), f¡cando

em quinto lugar entre as principáis culturas.

A cana-de-agúcar hoje consomé cerca

da quinta parte do total de adubos vendidos

no Brasil. Nao obstante esta cultura ser

altamente extrativa em nitrogénio (100-200

kg/ha/ano), quando as condigóes hídricas

sao adequadas, raras sao as vezes em que

responde á adubagáo nitrogenada, mesmo

ñas soqueiras (fig. 1). No Brasil existem

áreas com cana que, por mais de 70 anos,

vém produzindo razoavelmente bem, sem

ou com baixa adubagáo, sem que o solo

tenha diminuido sua fertilidade de nitro

génio.

Nos anos 70 varios experimentos foram

conduzidos no Centro de Energía Nuclear

naAgricultura (Ruschel etal., 1981) utilizan-

do-se nitrogénio gas marcado com o isótopo

15N2, e foi detectada contribuigáo de fixagáo
de nitrogénio considerável á cana-de-agú
car. Entretanto, devido as dificultades

envolvidas em expor no campo plantas de

Rev. INIA Inv. Agr., N9 1, dic. 1992
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Quadro 2. Comparagáo de novas bacterias fixadoras de N2 que ocorrem em associagao com raízes (Baldani et al., 1986b,

Barraquio et al., 1983, Cavalcante & Dóbereiner, 1988, Reinhold et al., 1987,Seldin et al., 1984, Tarrand et al., 1978 ).

A. A.

brasilense, amazo-

A.lipoferum nense

A. Herbaspi-Acetobacter Bacillus P.

haloprae- rilium se- diazotro- azotofi- diazotro-

ferans ropedicae phicus xans phicus

Crescimento sob ar

Crescimento com N2
como única fonte de N

Fixagáo de N2 nao
atetada por 10 mMN03

Usa sacarose

Temperatura ótima (C)

Isolada do interior

de raízes

Isolada de colmos

35

+

+

+

35

+

+

41 35

+

+

30

+

+

32 30

+

+

cana-de-agúcar ao gas marcado com o

isótopo, nao foi possível concluir sobre a

significancia agronómica desta contri-

buigáo.

Nesta década, na EMBRAPA, os estu-

dos microbiológicos e de quantificagáo da

fixagáo de nitrogénio em cana-de-agúcar
foram novamente intensificados. Num pri-
meiro experimento, a técnica utilizada foi a

de balango de nitrogénio em plantas cres-

cidas em vasos de 50 kg de solo durante 22

meses (Lima etal., 1987). Com a variedad

Quadro 3. Efeito do nitrato redutase (NR) de Azospirillum brasilense na incorporagáo de N02 pelo trigo (Boddey
etal., 1986; Ferreira et al., 1987).

Plantas crecidas in vitro Plantas *srescidas em cilind ros

com 10 mM N03 com solo marcado com 15N

peso da planta NR Raiz* NR parte* peso da píainta % 15N Recuperagáo

g/tubo aerea g/vaso excesso do 15N excesso

Sp245 0.68a 0.18a 1.60d 87.7 0.151 2.33

Sp 107 0.52b 0.25a 1.35d 92.0 0.153 2.63

Sp7 0.48b 0.06b 2.45b 89.3 0.140 2.22

Sp 245 NR 0.53b 0.17a 5.68a - — -

Testemunha 0.52b 0.04b 2.11c 85.6 0.133 2.10

kM - moles NO^h/g peso fresco

Rev. INIA Inv. Agr., N9. 1, dic. 1992
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Figura 1 . Efeito da adu

bagáo nitrogenada na

produgáo de colmos o

cana de agúcar em cana

planta (Var. CB 45-8), em

9 localidades de Alagoas

(colunas brancas) a en 5

localidades em Sergipe

(colunas pretas)

(Informagáo da empresa

Planalsucar, 1989).

Colmos (t/ha) Agúcar (t/ha)

110

100

kg N/ha

de cana CB 47-89, no final do experimento
o sistema solo/planta acumulou 25 g de N/

planta além do que foi retirado do solo e do

fomecido no adubo, no inicio do estudo.

Estes resultados mostram que a variedade

CB 47-89 acumulou o equivalente a mais de

1 50 kg de nitrogénio por hectare/ano deriva

do de fixagáo biológica de nitrogénio por

microrganismos associados as plantas.
Medidas de diluigáo isotópica 15N confir-

maram que mais que 60% do N na planta
eram provenientes do ar.

Subsequentemente confirmaram-se

estes resultados utilizando 10 variedades

de cana plantadas num tanque de concreto

preenchido com 85 toneladas de solo com

0.09% de N marcado com o isótopo 15N

(Urquiaga etal., 1989b). A variedade CB47-

89 novamente ¡ncorporou 46% de seu nitro

génio total assimilado através da fixagáo

biológica (95 kg N/ha por ano em media de

3 cortes). Tres outras variedades, entretan

to, receberam contribuigóes ainda maiores

de fixagáo de nitrogénio. Foram elas a CB

45-3 (a varieade mais plantada no Nordes

te), SP 70-1143 (uma variedades nova

desenvolvida pela Coopersucar, resistente

á doenga de fungos chamada carváo, e

agora a variedade mais plantada no estado

de Sao Paulo) e a variedade Krakatau da

especie selvagem Saccharum spontaneum

(um dos pais dos híbridos modernos de

cana-de agúcar usada ñas Filipinas como

forrageira). As duas primeiras variedades

em tres cortes consecutivos produziram

(colmos) 21 9, 277, 326 t/ha e 175, 184 e 186

t/ha respectivamente, incorporando do ar

em media dos tres cortes, 164 e 148 kg N/

40 80

kg N/ha

120

ha/ano enquanto a variedade forrageira
obteve em media 233 kg N/ha/ano do ar,

68% do N total incorporado (Urquiaga et al. ,

1989a e b). A produgáo das variedades

tradicionais, como a NA 56-79 e a SP 79-

231 2, caiu de 229 para 1 35 e de 21 4 para 74

t/ha respectivamente no 3Q corte. Estes

resultados mostram que em certas varieda

des de cana, a fixagáo de nitrogénio pelas
bacterias pode ser suficiente para produ-

góes tres vezes maiores que a media atual

de produgáo de cana no Brasil (60 t/ha), se

os outros nutrientes sao supridos de acordó

•com a análise do solo e se a tecnología é

adequada usando, entre outras, a irrigagáo.

Táo elevadas contribuigóes da fixagáo

biológica de nitrogénio em cana-de-agúcar
abrem a questáo de possiveis prejuizos,

para a produgáo do agúcar, para cobrir as

necessidades energéticas para a redugáo
do N2 em NH3+ pelas bacterias. Cálculos

teóricos indicam que até 30% do total do

agúcar na planta seriam necessários para

isto. Os dados na figura 1, entretanto,

mostram que, além de nao aumentar a

produgáo de cana, a adubagáo nitrogenada
nao aumentou a produgáo de agúcar. Isto

pode ser explicado pela elevada capacidade
fotossintetica da cana que é maior que a sua

capacidade de armazenar agúcar. Dados

recentes do Prof. E. Malavolta (com.

pessoal) da ESALQ, também vém em apoio
de aqueles resultados, já que mostraram

que a aplicagáo foliar de molibdénio,
micronutriente essencial para a fixagáo de

nitrogénio e amplamente usado na soja,
aumentou a produgáo de cana de 120 para

150 t/ha em Sao Paulo. Estudos recentes

Rev. INIA Inv. Agr., N9 1
, dic. 1992
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Quadro 4. Selegáo ¡n vitro pela redugáo de C2H2, de estirpes de Azospirillum spp para ínoculagáo de trigo (A. Didonet, J.

Mandel e J. Dóbereiner, datos nao publicados).

Inoculo de

Azospirillum Origem

ARA (n moles)

C2H4/h

Peso da planta % aumento em relacáo

g/parte aérea a testemunha

A. brasilense

Sp245 Raízes est. 17

JA 13 Raízes lavadas8 136

A. lipoferum

JA 4 Raízes lavadas3 292

JA 18 Raízes lavadas8 145

JA 2 Raízes lavadas8 136

JA 3 Raízes lavadas8 54

JA 4 Raízes est.a 64

Testemunha - 1

60 ppm N .

2.58

3.42

4.54

4.13

6.02

3.52

3.37

2.33

4.36

16

53

104

85

169

58

51

0

140

8 Raízes de cultivares de trigo selecionados para baixa fertilidade no Rio Grande so Sul.

Trigo crescido 30 dias em vasos com areia irrigada com solugáo nutritiva sem N.

sobre o manejo da cultura de cana apontam

vantagens económicas, além dos ecológi
cos, da eliminagáo da queima das folhas na

colheita (Urquiaga et al. ,
1 991 ) e a utilizagáo

das folhas como forragem já é feito

amplamente no Cuba.

Baseado nestes resultados, comega-

ram-se a estudar os microorganismos
fixadores de nitrogénio associados as

raízes, colmos e folhas de cana. Utilizando

as técnicas desenvolvidas na EMBRAPA-

CNPBS nos últimos 20 anos, foi descoberta

em 1988 uma nova bacteria fixadora de

nitrogénio identificada como Acetobacter

diazotrophicus (Cavalcante & Dóbereiner,

1988; Gillis et al., 1989). Esta bacteria é a

primeira especie do género Acetobacter

capaz de fixar nitrogénio do ar, e criou muito

interesse internacional por ser resistente as

condigóes acidas (ela cresce e fixa nitro

génio até em pH 2,5), por crescer em

solugóes de até 30% de agúcar, e ser inca

paz de utilizar nitrato como fonte de

nitrogénio. Estas características singulares

permitem á bacteria crescimento no interior

do colmo da cana e possibilitam a fixagáo de

nitrogénio mesmo na presenga de nitrato

absorvido do solo. A bacteria é raramente

encontrada no solo e nao coloniza raízes de

outras plantas ou mesmo ervas daninhas

crescidas entre ou dentro das fileiras de

cana num canavial (Dóbereineretal., 1988).
Os dados obtidos até agora indicam que a

bacteria propaga-se de um canavial para

outro através dos toletes plantados no solo.

A bacteria também foi encontrada ñas

raízes e colmos de batata-doce e capim
cameroon {Pennisetum purpureum), duas

outras plantas que sao multiplicadas

vegetativamente, mas nao em outras plan

tas, como sorgo sacarino (que também acu

mula altas concentragóes de agúcar) propa

gadas por sementes.

PERSPECTIVAS

A eliminagáo da adubagáo nitrogenada
na cultura da cana, como já foi feita na soja,

ajudará a tornar esta cultura e, principal

mente, o Programa Nacional de Alcool

brasileiro mais económico em termos ener

géticos (mais energía será produzida por

unidade investida) e terá papel importante
na redugáo do efeito estufa, já que a cultura

da cana, através dafotossíntese, retira mais

gas carbónico da atmosfera, do que retorna

Rev. INIA Inv. Agr., N9. 1, dic. 1992
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com o uso de álcool combustível. Isto con

trasta com a queima de combustiveis

fósseis que retornam á atmosfera, em

poucas décadas, reservas de carbono acu

muladas no subsolo em milhóes de anos.

Estes resultados recentes indicam

varias alternativas novas para suprir o

nitrogénio necessário para sistemas de

rotagáo de culturas e que podem desde já
ser melhor explorados.
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