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PREFACIO

studos sobre microrganismos que habitam o solo

vem apresentando uma importéncia cada vez

maior. O solo € um sistema biolégico dindmico,
considerado como o principal reservatério de
diversidade biolégica. Recentemente, destaque
vem sendo dado aos microrganismos que vivem em
associacdo com animais e com plantas; menos de
10% das células vegetais e animais sdo suplantadas
pelo numero de células microbianas que & vivem e
que, em geral, sdo benéficas aos seus hospedeiros.
Algo semelhante ocorre no solo, cuja abunddncia
média de vida comporta de 107 a 107 células
microbianas com cerca de 10 mil diferentes espécies
por grama de solo. Esta diversidade depende de
fatores abidticos e, entre eles, a atmosfera do solo,
dgua, pH e muitos outros cujas relacdes fazem
parte das pesquisas em ecologia, uma das dreas
abordadas no presente livro, que inclui também o
metabolismo microbiano e as transformacdes do
carbono, nitrogénio, enxofre e fosforo. E importante
salientar que os livros texto sobre estes e outros tépicos
provenientes de pesquisasrealizadas, especialmente,
por autores de paises de clima temperado, embora
comparativos, ndo representam muitas vezes o que
ocorre em climas tropicais. O Brasil com seus diversos
biomas, alguns ainda pouco explorados do ponto
de vista de sua microbiota, possui caracteristicas
peculiares que necessitam ser melhor abordadas.
Este € um dos pontos que torna altamente valiosa a
presente publicacdo coordenada pelos docentes
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
da Universidade de Sdo Paulo, Elke Jurandy Bran
Nogueira Cardoso e Fernando Dini Andreote. Com
a qualidade e experiéncia dos idealizadores e
com a participacdo nos seus vdrios capitulos de
jovens pesquisadores pertencentes aos grupos dos
coordenadores, o resulfado foi o surgimento da



presente obra de alto valor cientifico e diddatico.
Além dos capitulos mencionados acima, o texto
apresenta uma série de oufros, mostrando as
relacées microrganismos/solo/plantas, tais como a
fixacdo bioldgica do nitrogénio, as micorrizas, e o
microbioma da rizosfera, todas de valor aplicado nas
dreas agricola e biotecnolégica. Outros capitulos
apresentados, s@o muito atuais e informativos
como o de biorremediacdo, que aborda impactos
ambientais que ocorrem porinfluéncia humana, entre
eles o uso indiscriminado de compostos quimicos,
sendo descritas tentativas de minimizacdo, gracas
ao emprego dos microrganismos. Um capitulo final
descreve os métodos independentes de cultivo de
microrganismos, baseados na deteccdo e andlise
de dcidos nucléicos, ampliando de 90 até mais de
99% o conhecimento sobre a microbiota do solo. O
livro traz no final de seus diversos capitulos, estudos
de casos prdticos, que levam o leitor a desenvolver
seu espirito criativo procurando resolver aspectos
relacionados G Microbiologia do Solo. A iniciativa
dos organizadores contando com a participacdo de
jovens pesquisadores estd destinadaapreencheruma
lacuna que vai beneficiar estudantes de graduacdo,
pos-graduacdo, pesquisadores e demais profissionais
interessados no assunto. Ele deve permitir com que
jovens valores sejam estimulados a desenvolver
pesquisas e servicos nesta importante drea que € a
Microbiologia do Solo.

Prof. Dr. Jodo LUcio de Azevedo
Professor Sénior da ESALQ/USP
Ex-presidente da Sociedade
Brasileira de Genética
Ex-coordenador da Area de
Microbiologia do Centro de
Biotecnologia da Amazdnia
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Carituo 1

INTRODUCAO A BIOLOGIA DO SOLO

Fernando Dini Andreote, Elke Jurandy Bran Nogueira Cardoso

1.1. Introdugao

Parte essencial do sistema solo, os organismos que o habitam
possuem funcdes de grande importdncia, sendo estas consideradas
atualmente como mais importantes do que previamente imaginado.
Pode-se enumerar dentre as mais diferentes funcdes atribuidas a estes,
algumas amplamente conhecidas, como a degradacdo de compostos
orgdnicos, e conseguinte ciclagem de nutrientes (GILLER, 1996; MIRANSARI,
2013), e aquelas mais especificas, como a fixacdo bioldgica de nitrogénio
(RAYMOND et al., 2004; BALDANI et al., 1997), ou o auxilio as plantas na
absorcdo de nutrientes (MIRANSARI, 2013; CHAGNON et al., 2013).

No entanto, antes de comentar mais especificamente sobre
estas funcoes, faz-se necessdrio descrever os grupos de organismos que
fazem parte da fracdo viva do solo pois estes sdo amplamente diversos
(BRADY; WEIL, 2013), englobando desde organismos procariéticos, como
bactérias e arquéias (que compreendem dois dos trés dominios da vida);
até os organismos eucariéticos, onde se destacam os fungos. Também
estdo presentes os insetos, os nematdides, os protozodrios, as algas, as
oligoguetas (minhocas); e até mesmo os virus, que tem seu papel ainda
pouco explorado neste ambiente (BRADY; WEIL, 2013).
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Osdiferentes gruposde organismos presentesno solosdo comumente
estudados separadamente dando origem a separacdes diddaticas dos
mesmos, como a divisdo na assim chamada fauna do solo: macrofauna
(organismos maiores), mesofauna (de tamanho intermedidrio) e microfauna
do solo (organismos menores) (GILLER, 1996). Dentre as funcdes atribuidas
aos componentes da fauna do solo se destacam a degradacdo inicial
de componentes orgdnicos (incorporacdo e trituracdo), e a atuacdo na
estruturacdo dos solos (GILLER, 1996), sendo estes organismos também
usados para se correlacionar a qualidade do solo com a presenca ou
abunddncia dos mesmos (CAMARA et al., 2012; BARTZ et al., 2013). J&G em
relagdo aos organismos de menor famanho, asfungdes sdo mais numerosas,
principalmente devido & maior diversidade metabdlica encontrada
em bactérias, fungos e arquéias quando comparados aos demais
organismos componentes da biologia do solo. Esta maior diversidade estd
diretamente relacionada a variabilidade genética e metabdlica presente
em tais organismos, o que se deve a sua origem e evolucdo, tornando-0s o
componente principal do metabolismo do sistema solo. Esta essencialidade
é resultado das funcdes desempenhadas de forma exclusiva pelos
microrganismos, € por sua domin&ncia numérica sobre os demais (GILLER,
1996). Assim sendo, pode-se justificar a essencialidade do conhecimento
sobre a organizacdo dessas comunidades e seu funcionamento para o
completo entendimento do sistema solo.

Ainda denfro de linhas gerais, pode-se enumerar duas
caracteristicas microbianas tidas como os maiores exemplos do beneficio
dos microrganismos no desenvolvimento vegetal: a fixacdo bioldgica
do nitrogénio e a formacdo de micorrizas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
RAYMOND et al., 2004; MOREIRA et al., 2007; CHAGNON et al., 2013;
SIQUEIRA et al., 2010). Essas caracteristicas sdo amplamente estudadas,
sendo que muitos detalhes que regem estes tipos de simbioses sGo descritos
na literatura. No entanto, a diversidade microbiana presente nos solos é
enorme, € muitos outros processos podem ocorrer em cardter essencial na
manutencdo deste sistema, influenciando o desenvolvimento das plantas.
Assim, o grande desafio reside em descrever esses processos € manipuld-
los de forma otimizada, obtendo assim maior eficiéncia energética na
producdo vegetal. A visdo de uma vasta diversidade microbiana é ainda
recente, uma vez que esta foi apenas obtida com a utilizacdo de métodos
independentes de cultivo. Novas tecnologias tém permitido acessar e
entender com maior profundidade a complexidade biolégica do sistema
solo.
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1.2. Diversidade microbiana em solos de biomas brasileiros

A fracdo viva do solo é essencial para seu funcionamento,
sendo a esta atribuidos muitos processos que regem a manutencdo e a
funcionalidade dos solos. No entanto, o desempenho de funcdes similares
emsolosdistintos pode sertantorealizado pelo mesmo grupo de organismos,
ou por organismos distintos, o que leva a necessidade de compreender a
composicdo e o funcionamento metabdlico do microbioma (ver definicdo
abaixo) dos solos que sustentam os biomas brasileiros.

Considerando as areas naturais, femos ainda pouco conhecimento
sobre a microbiologia dos solos dos principais biomas brasileiros,
principalmente devido & extensdo do territdério nacional, o que gera a
necessidade de grandes esforcos amostrais, o que por vezes € limitado ao
acesso restrito a dreas mais remotas de nossa nagdo.

Poucos estudos acessaram o0s microrganismos existentes na
caatinga, sendo um deles desenvolvido por Gorlach-Lira Coutinho (2007),
que estudaram a dindmica populacional de bactérias presentes na
rizosfera de Aristida adscensionis (Poaceae), na qual foi observada uma
prevaléncia de bactérias mesofilicas heterotroficas formadoras de esporos
e actinobactérias, sugerindo o desenvolvimento de adaptacdes especiais
as condi¢cdes ambientais pelos microrganismos, da mesma forma que é
observado para plantas e animais. Mais recentemente, Kavamura et al.
(2013) relataram a predomindncia do efeito da rizosfera de plantas da
caatinga, como o mandacaru, na época das chuvas, sugerindo que as
sucessoes de determinados grupos microbianos se ddo de acordo com
variacdes no ciclo de vida das plantas que habitam essas regides.

Dentro do bioma Amazdénia, o tema em que se tem maior niUmero
de estudos cientificos € o efeito do desmatamento sobre a diversidade e
a estrutura das comunidades microbianas do solo e associadas as plantas.
Neste sentfido, um ftrabalho recente mostrou a homogeneizacdo da
microbiota em dreas de floresta convertidas para o uso como pastagem,
indicando que a remocdo da floresta diminui a beta diversidade!
deste bioma (RODRIGUES et al., 2013). Este efeito possivelmente € uma
consequéncia da desestruturacdo fisica natural do solo, o que resulta em
maior exposicdo de nutrientes e consequentemente em novos nichos a
serem ocupados pela microbiota.

Em relacdo a Mata Atfléntica, os estudos sGo escassos sobre a
microbiologia dosolo.Santos et al. (2014) demonstraram a alta variabilidade

'Beta diversidade: diversidade entre locais distintos, que revela a heterogeneidade na estrutura das comunidades.
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espacial na composicdo da comunidade microbiana dentro de uma
mesma drea amostral. Neste ambiente, destaca-se a descricdo das
comunidades bacterianas da filosfera das plantas, revelando a grande
diversidade microbiana ainda ndo conhecida e que ocorre de maneira
especifica para cada espécie vegetal habitante deste sistema (LAMBAIS
et al.,, 2006). Ainda dentro da Mata Atlantica, diversos ecossistemas
podem ocorrer, dentre os quais estdo os manguezais, cujas comunidades
microbianas vém sendo amplamente descritas em estudos que revelam
sua taxonomia (ANDREOTE et al., 2012) e funcionalidade (GOMES et al.,
2008; ANDREQTE et al., 2012; DIAS et al., 2012; VARON-LOPEZ et al., 2014).
Vdrios destes trabalhos indicam a ocorréncia de grupos de genes e de
organismos possivelmente endémicos, o que pode ser resulfado de uma
combinacdo particular de fatores de selecdo que ocorrem neste ambiente.

Vale ainda comentar que um dos biomas mais explorados
atualmente no Brasil € de origem antropica, e ocorre sobre os mais
diferentes fipos de solo, de forma imersa aos demais biomas. O bioma
agricola, presente de forma fracionada e diferenciada ao longo de todo
o territério nacional, ocupa atualmente cerca de 70 milhdes de ha, o
que corresponde a aproximadamente 8,2% do territério nacional (IBGE
— fevereiro de 2014). Este bioma originou-se como consequéncia das
alteracdes em propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos solos, sendo
importante ainclusdo do mesmo em aproximacoes que buscam entender
o funcionamento e as caracteristicas de solos brasileiros. Neste bioma, o
principal foco de estudo é o efeito da mudanca do uso do solo sobre as
comunidades microbianas e as possibilidades de uso dos mesmos para a
obtencdo de maior produtividade agricola. Emrelacdo d mudanca do uso
do solo, diversos estudos tém utilizado dreas de expansdo agricola como
modelo (KAHINDI et al., 1997; JESUS et al., 2009). Um dos exemplos deste tipo
de estudo acessou a comunidade bacteriana em solos de dreas naturais
do Pampa, e comparou esta comunidade com as encontradas no mesmo
solo com diferente tipo de uso (LUPATINI et al., 2013). Os autores verificaram
que a mudanca no uso da terra levou a alteracdes taxondmicas, mas
ndo funcionais nos solos estudados. Rodrigues et al. (2013) revelaram a
homogeneizacdo que ocorre na microbiota dos solos quando seu uso é
convertido de uma drea nativa para a producdo de pastagem. Mendes
et al. (2014) revelaram o efeito deterministico da rizosfera de soja sobre a
comunidade microbiana de um solo da Amazdnia. Estes estudos sugerem
que o cultivo das plantas acarreta a selecdo de determinados grupos
microbianos, o que explica a homogeneizacdo dos solos, e a consequente



Intfroducdo a biologia do solo 13

reducdo da beta-diversidade (caracteristicas dos biomas naturais) em
dreas de cultivo agricola.

E um dos aspectos altamente relevantes da microbiologia do
solo, cada vez mais pesquisada, € a grande quantidade de ‘“servicos
ambientais” ou “servicos do solo” que sGo prestados por grande variedade
de microrganismos do solo, auxiliando de uma maneira fundamental os
sistemas agrdrios e naturais. Tal como se reconhece hoje, a importdncia
impar das abelhas para a polinizacdo da maioria das plantas, tanto
na natureza como na agricultura, também se verificou a presenca de
bactérias e fungos, além de arquéias, algas e protozodrios, que atuam na
protecdo de plantas contra doencgas e pragas, na fixacdo biolégica de N,
na solubilizacdo de fosfatos, no fornecimento de hormdnios vegetais, na
transferéncia de nutrientes diretamente do solo para as raizes e em muitas
outras funcoes. Esses servicos ecoldgicos, de valorinestimdvel, que ocorrem
normalmente nos ecossistemas naturais e que mantém sauddvel e integra
uma floresta como a Amazdnica, tfambém surgem em sistemas agricolas,
desde que manejados de uma forma alternativa, que valoriza acima de
tudo a manutencdo e a ofimizagcdo desses servicos ambientais, resultando
em economia de insumos industriais com aumento de produtividade e
em maior saude dos consumidores desses produtos (KLOEPPER; SCHROTH,
1978; ADESEMOYE; KLOEPPER, 2009). Também no Brasil j& existem vdrias
pesquisas que mostram o beneficio dessas pesquisas (RIBEIRO; CARDOSO,
2011; VASCONCELLOS; CARDOSO, 2009; SIQUEIRA et al., 2010).

1.3. O termo microbioma

O termo microbioma foi usado pela primeira vez por Joshua
Lederberg, que o definiu como ‘a comunidade ecoldgica de
microrganismos comensalistas, simbiontes ou patogénicos, que
literalmente ocupam o espaco de nosso corpo’, se referindo nesta ocasido
ao microbioma humano (LEDERBERG; MCCRAY, 2001). J& em 2002, esta
definicdo foi simplificada como ‘microrganismos associados aos humanos’
(The Human Microbiome Project Consortium, 2012). Sabe-se hoje que o
Microbioma Humano é composto por 10 vezes mais células microbianas
do que o nUmero de células humanas que compdem Nosso corpo. Alguns
dos exemplos da funcionalidade deste ‘érgdo microbiano’ revelam que
36% das moléculas encontradas em nosso sangue sdo produzidos por
microrganismos associados ao nosso trato digestivo (NICHOLSON et al.,
2012). Outro trabalho mostra a resposta fenotipica de camundongos
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inoculados com microbiomas oriundos de individuos obesos ou magros,
nos quais se observou o fendtipo do organismo doador em receptores
desprovidos de microbiota prépria (TURNBAUGH et al., 2006).

Atualmente este termo é usado para descrever o conjunto de
microrganismos que habitam um determinado hospedeiro, ou que
ocupam conjuntamente um ambiente (BOON et al., 2014). Boon et al.
(2014) propdem que a melhor definicdo de microbioma seria aquela
relacionada ao conjunto de genes enconfrados de maneira associada
ao0s organismos que colonizam um determinado ambiente. Esta definicGo
é estruturada de forma a eliminar as variacdes causadas quando apenas
inferéncias taxondmicas sdo feitas para caracterizar os microbiomas.
Apesar dainformacdo taxondmica ser a forma mais utilizada para este tipo
de estudo, sabe-se que comunidades microbianas complexas apresentam
altas taxas de transferéncia de material genético, o que faz com que as
funcdes ecoldgicas e metabdlicas possam ser exercidas por organismos
distintos (redundé&ncia metabdlica), tornando a descricdo taxondmica
dependente de uma associacdo comsua descricdo funcional. Assimsendo,
estes autores sugerem que a melhor forma de descrever um microbioma
estd na descricdo robusta dos genes que o compdem e, por conseguinte,
das funcdes que podem ser desempenhadas pela microbiota associada
a determinado hospedeiro ou ambiente.

Dentro desta maior abrangéncia, apresenta-se o estudo do
microbioma dos solos, amplamente desafiador, principalmente em funcdo
da grande diversidade nas formas de vida contidas neste ambiente e a
heterogeneidade dos mesmos. A melhor compreensdo deste componente
apresenta-se comoumadas bases para as futurasrevolucdes na agricultura
e uso do solo. Um exemplo desta potencialidade estd na atribuicdo da
caracteristica supressiva de solos a vdrias doencas de plantas (MENDES et
al.,, 2011), sendo os microrganismos os agentes da inibicdo da ocorréncia
de doencas mesmo na presenca dos patdgenos (VAN ELSAS et al., 2012).
Apesar dos enormes avancos obtidos por meio da inovagdo tecnoldgica
relacionada ao acesso da informacdo microbiolégica, ainda ndo existe
um método robusto o bastante para acessar, de forma completa, o
microbioma presente em um solo (VOGEL et al., 2009). Soma-se a esta
grande diversidade do sistema solo a necessidade de metodologias que
indiguem de forma sélida as alteracdes que ocorrem na escala temporal,
o que ainda é bastante limitado devido ao custo de andlise e cobertura
amostral desejada.
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Sabe-se que ossolosapresentamuma estruturacdo dascomunidades
microbianas com determinada similaridade se analisados em um elevado
nivel taxondmico (TRINGE et al., 2005; JANSSEN, 2006; PHILIPPOT et al.,
2013), ou seja, composta de um core microbiano encontrado na grande
maioria dos solos. Este core € mais facilmente definido para a comunidade
bacteriana do solo, composto principalmente pelos filos Acidobacteria,
Actinobacteria, Proteobacteria,  Verrucomicrobia, Bacteroidetes,
Firmicutes e Planctomycetes (JANSSEN, 2006). Este core é relativamente
estavel dentro do conceito tfaxonémico da comunidade microbiana, mas
pode ser distinto em relacdo as funcdes desempenhadas pelos organismos
que o compdem. Assim, organismos taxonomicamente similares podem
ter funcoes distintas, de acordo com o ambiente onde se encontram e
desenvolvem. Verifica-se, pois, que o conceito de microbioma deve ser
melhor aplicado aos solos, 0 que é proposto pela iniciativa chamada de
Terragenoma (http://www.terragenome.org/) (VOGEL et al., 2009), a qual
tem como objetivos organizar as informacdes geradas sobre o microbioma
dos solos, e realizar a completa descricdo do material genético microbiano
contido em um grama de solo. Comiisto, espera-se estabelecer pardmetros
e entender melhor as interacées microbianas que regem este ecossistema.

Emrelacdo aos solos brasileiros, este tipo de estudo se faz necessario,
uma vez que é sobre tais solos e seus respectivos microbiomas que se
sustentam biomas de grande biodiversidade, ou mesmo dreas de cultivo
agricola com elevada produtividade e importdncia econémica. Pode-se
ainda extrapolar o conceito de microbioma, considerando-o ndo apenas
como o conjunto de organismos presentes em uma drea distinta, mas
associado aos diferentes solos sobre os quais se desenvolve a mesma
cultura agricola, ou que integram a mesma paisagem, inserindo assim o
conceito de biogeografia na definicdo de microbioma (FIERER et al., 2006;
MARTINY et al., 2006).

No Brasil, uma iniciativa originou o grupo denominado Brazilian
Microbiome Project (BMP) (http://www.brmicrobiome.org/), que visa
descrever os microbiomas associados aos diversos ambientes brasileiros.
Este grupo publicou seu primeiro trabalho, em que é apresentada uma
revisGdo detalhada dos estudos desenvolvidos com esta finalidade nos
mais diferentes ambientes brasileiros (PYLRO et al., 2014), dentre os quais
destacam-se os solos explorados em diferentes dreas do territério nacional.
Os membros componentes desta iniciativa estdo atuando de forma
colaborativa com uma iniciativa mundial do chamado Earth Microbiome
(http://www.earthmicrobiome.org/), o qual deve facilitar a insercdo dos
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dados sobre os biomas brasileiros em um cendrio mundial, onde estes
poderdo ser comparados a outros ambientes, dando base & comparacdo
e elucidacdo da elevada biodiversidade brasileira, também no tocante s
comunidades microbianas.

1.4. Servigos Ecossistémicos da Biodiversidade Microbiana dos Solos

Toda esta exploracdo da biodiversidade do solo ndo sé faz
senfido para que tenhamos conhecimento sobre o tema, ou para que
seja possivel ufilizar seus recursos biotecnoldgicos. A preservacdo deste
recurso € de extrema importé@ncia em todos os solos, onde € pouco
conhecida a importdncia da microbiologia na preservacdo de sua
funcionalidade. Em dreas naturais, a microbiota dos solos € de extrema
importdncia na ciclagem de nutrientes e na sustentacdo do ecossistema,
atuando na base da cadeia alimentar que permeia estes ambientes.
Em dreas agricolas, esta microbiota tem grnade importédncia, atuando
como base de selecdo para as plantas, e atuando de forma significativa
contra a invasdo dos solos por organismos exdégenos. A importdncia da
biodiversidade na resisténcia do solo e a entrada de novos organismos
foi demonstrada de forma elegante por Van Elsas et al. (2012), onde
os autores verificaram que a sobrevivéncia de um patégeno humano,
inoculado ao solo, é inversamente proporcional G biodiversidade
microbiana do mesmo.

Numa visdo global deste conceito, a diversidade microbiana
dos solos € responsdvel pelos chamados servicos ecossistémicos,
caracterizados pelo conjunto de funcdes do ecossistema e dos recursos
biotecnoldgicos supridos de forma determinante pela microbiota.
Dentre estes, enumeram-se caracteristicas essenciais ao solo, como
a pedogénese, ciclagem do nitrogénio, transformacdo da matéria
orgdnica; até processos biotecnoldgicos, como a utilizacdo da microbiota
como alimento, promotora da biorremediacdo e do biocontrole, ou
como promotora de processos de polinizacdo (PIMENTEL et al., 1997). Este
€ um tema ainda pouco explorado com os recursos mais modernos de
acesso a microbiota do solo, e portanto, bastante promissor na elevacdo
da importéncia deste componente para o funcionamento de todo o
sistema.
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Figura 1.1 - Valoracdo dos servicos ecossistémicos desempenhados pela
diversidade microbiana dos solos. As percentagens entre parénteses
indicam a contribuicdo de cada um desses servicos ecossistémicos.
Fonte: Pimentel et al. (1997)

1.5. Consideragoes Finais

A exuberdncia da biodiversidade brasileira se sustenta sobre uma
outra biodiversidade, que atua na ciclagem dos elementos quimicos e
que sustenta o desenvolvimento vegetal (e por conseguinte animal) nos
diferentes biomas brasileiros. Conhecer os organismos responsaveis por
estes processos é por si s6 um desafio, e fazer uso deste recurso natural
onipresente soa ainda utdpico num cendrio de alta competitividade do
cendario agricola mundial. Uma visdo mais tecnoldgica dos processos pode
ser vislumbrada na comparacdo entre os componentes taxondmicos e
funcionais que ocorrem em solos sob distintos estados de conservacado,
ou ainda, sob diferentes condicdes de contaminacdo ambiental. Uma
possibilidade neste sentido seria a indicacdo de manejos agricolas que
favorecam o incremento de grupos ou de funcdes microbianas benéficas
relacionadas ao incremento no desenvolvimento vegetal.
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No entanto, apesar de todos os avancos apresentados no estudo
de comunidades microbianas, ainda podem ser enumeradas limitacdes
e desafios nesta drea de pesquisa. Um destes pontos € a relacdo entre a
taxonomiae afuncionalidade microbiana, o que ganhagrandeimportancia
em ambientes como o solo, que apresentam comunidades microbianas
com grande redunddncia funcional, ao mesmo tempo em que alguns de
seus organismos sdo providos de grande plasticidade genémica. Talvez
0 que explique este tipo de processo, e componha o maior dos desafios
no avanco dos estudos de ecologia microbiana, seja um fator infrinseco
as caracteristicas dos organismos componentes destas comunidades.
Tanto a organizacdo gendmica, como a regéncia metabdlica destes
organismos sAo por vezes vistas pelos pesquisadores como similares dquelas
enconfradas em animais e plantas, mas possivelmente do ponto de vista
evolutivo, estas sejam estruturas bastante distintas dos mesmos.

Portanto, este momento do desenvolvimento cientifico no estudo
de comunidades microbianas nos solos € de extrema riqueza, em que
as metodologias se apresentam em pleno desenvolvimento, gerando
um cendrio de ‘tudo é possivel’, o que dd base a grande evolucdo no
desenvolvimento cientifico, mas também engrandece a capacidade
do pesquisador, sobrepujando a capacidade do mesmo de ser criativo
e fazer aos seus conjuntos de dados os devidos questionamentos. Vale
ainda um paralelo, onde tanto em situacdes de limitacdes tecnoldgicas,
como na abunddncia das mesmas, a ciéncia dd seus maiores passos por
meio de ideias inovadoras e visdes holisticas processuais, as quais sdo, por
enquanto, apenas passiveis de serem realizadas no cérebro humano.
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CavituLo 2

O SOLO COMO AMBIENTE PARA A VIDA MICROBIANA

Simone Raposo Cotta

2.1. Introdugdo

O solo € um dos principais compartimentos da biosfera em termos
de reservatério bioldégico, além de funcionar como um importante
reservatdrio de dgua, suporte essencial do sistema agricola e atividades
humanas. Neste capitulo serdo abordados topicos que contribuem para
uma melhor compreensdo do solo, sua importdncia, estrutura, diversidade
biolégica e os fatores determinantes dessa diversidade.

O solo é um sistema biolégico dindmico, considerado o principal
reservatoério da diversidade bioldgica, onde podemos observar uma malha
estreita de inter-relacdes dos organismos presentes, sendo essa malha
essencial para a manutencdo do equilibrio ecolégico, como por exemplo,
na manutencdo da ciclagem de nutrientes neste ambiente bastante
complexo que apresenta peculiaridades que o tornam um sistema Unico
na biosfera (RAAIJMAKERS et al., 2009; BERENDSEN et al., 2012).

O solo encontra-se estruturado de maneira heterogénea e
descontinua, o que possibilita a ocorréncia de micro-hdbitats que iréo
variar entre si em funcdo das suas caracteristicas fisicas e quimicas e da
disponibilidade de nutrientes, sendo essa variacdo também em funcdo do
tempo e do espaco. Além disso, a formacdo dos micro-hdbitats encontra-
se associada com a formacdo de agregados de solo (MOREIRA; SIQUEIRA,
2009; DUCHICELA et al., 2013). Os agregados sdo formados por diferentes
proporcoes de areia, argila e silte, que funcionam como um suporte fisico
para a aderéncia microbiana e proporcionam condicdoes diferenciadas de
aeracdo e disponibilidade de nutrientes que possibilitam a coexisténcia de
milnares de microrganismos, com diferenciadas habilidades metabdlicas,
nessas regioes (Figura 2.1) (DUCHIELA et al., 2013).
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Figura 2.1 - Esquema da estrutura, composicdo e organizacdo de um agregado
de solo.

A presenca de grupos microbianos especificos em cada um
dos micro-hdbitats do solo é tanto causa como consequéncia das
caracteristicas particulares de cada uma destas micro-regides. Alguns dos
mecanismos de interacdo entre os microrganismos e as particulas do solo
j& foram descritos, sendo um dos principais, a producdo de polissacarideos
extracelulares, comumente de origem bacteriana, que inferagem com as
particulas de argila, promovendo a adesdo das células microbianas ds
particulas de solo (HONG et al., 2013). Outra substéncia com esta mesma
propriedade, porém produzida por fungos micorrizicos arbusculares € a
glomalina, que é uma glicoproteina que atua na adesdo das particulas
dos agregados do solo entre si e constitui uma forma de sequestro de
carbono (VASCONCELLOS et al., 2013).

A heterogeneidade do solo também se dd em relacdo d
disponibilidade de nutrientes. De maneira geral, o solo € um ambiente
caracterizado pela oligotrofia (baixa disponibilidade de nutrientes), mas
apresenta a ocorréncia de “hof spots”, que sao zonas que possuem uma
elevada atividade bioldgica devido a presenca de fontes nutricionais
biodisponiveis (MOREIRA & SIQUEIRA 2009). Alguns exemplos de “hot spot”
do solo sdo zonas de acumulo de matéria orgdnica e as fracdes do solo
mais préximas a raiz das plantas, conhecidas como rizosfera (regido do
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solo que sofre intensa influéncia da exsudacdo radicular). E nesses “hot
spots” que a maior parte da vida se desenvolve no solo. H& presenca de
formas de vida em toda extensdo do solo, porém é nessas dreas que oS
seres vivos se tornam mais abundantes e ativos (PHILIPPOT et al., 2013).

2.2. A vida abundante e diversa nos solos

Apesar de ser um ambiente oligotréfico, o solo € um ambiente
que hospeda uma grande quantidade de vida. A abunddncia média
de vida nos solos varia entre 107 a 107 células vivas por grama de solo
(ALEXANDER, 1977). A diversidade microbiana dos diferentes tipos de solo
€ também bastante extensa. Torsvik e colaboradores (2009) estimaram em
aproximadamente 10.000 o nUmero de espécies bacterianas por grama
de solo.

A ocorréncia dessa abunddéncia e diversidade é vital para a
funcionalidade do solo, pois diferentes organismos possuem diferentes
caracteristicas fisioldgicas e ecoldgicas, garantindo, assim, a ocorréncia
dos mais diferentes processos dos solos frente as variacdes ambientais
(BEVER et al., 2012). A perda ou a reducdo dessa diversidade compromete
a funcionalidade do solo.

Interacdes enfre a comunidade microbiana e o ambiente que
habitam (propriedades quimicas, gradiente de oxigénio, entfre outros)
ndo afetam significativamente apenas a estruturacdo das comunidades
microbianas, mas também regulam muitas das funcdes do solo realizadas
pelosmicrorganismos, como decomposicdo damatériaorgdnica, ciclagem
de nutrientes, o controle biolégico de pragas através da producdo de
compostos com atividade anfimicrobiana, a fransformacdo de metais
e minerais, a decomposicdo, degradacdo de xenobiontes e compostos
fendlicos, além de contribuirem para a formacdo e sedimentacdo dos
solos (CARDOSO et al., 1992; JUAREZ et al., 2013).

A elevada heterogeneidade dos solos (entre diferentes solos e
dentro do mesmo solo) permite a ocorréncia de diferentes hdbitats que irdo
influenciar diretamente na diversidade e abunddncia dos microrganismos
que nele habitam (VOS et al., 2013).
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2.3. Fatores que regem a diversidade microbiana dos solos

A diversidade microbiana encontra-se diretamente relacionada
com um conjunto de fatores abidticos (atmosfera, temperatura, agua,
pH, potencial redox, fontes nutricionais, entre outros) e bidticos (genética
microbiana, ainteracdo entre os microrganismos, entfre outros) que permitem
o desenvolvimento microbiano e a estruturacdo da comunidade viva dos
solos. A interacdo entre esses fatores influencia diretamente a ecologia, a
atividade e a dindmica populacional de microrganismos no solo (MOREIRA;
SIQUEIRA 2009). Nos proximos tépicos serdo abordados os principais fatores
determinantes da diversidade microbiana nos solos.

2.3.1. Atmosfera

A atmosfera do solo compreende a porcentagem, composicdo e
disponibilizacdo dos gases que serdo utilizados pelo metabolismo microbiano,
sendo o principal g&s o oxigénio. A taxa de difusdo e a concentracdo de
oxigénio no solo sdo varidveis, possibilitando a ocorréncia de diferentes
ambientes (anaerdbio, microaerdbio e anaerdbio) (CARDOSO et al., 1992).

Os ambientes aerdbios (com até 20% de O,) apresentam elevadas
concentracdes de oxigénio, propiciando a ocorréncia de metabolismos
oxidativos, onde o oxigénio é utilizado como aceptor final de elétrons
na respiracdo. Quando a concenfracdo de oxigénio se encontra muito
baixa, os ambientes sdo descritos como microaerofilicos. Organismos que
se multiplicam nessas condicdes sdo capazes de utilizar oxigénio e outros
elementos como aceptores finais de elétrons. Os ambientes anaerdbicos
sdo caracterizados pela auséncia do oxigénio, onde serdo utilizados outros
elementos como aceptores finais de elétrons em seu metabolismo. Os solos
alagados (cultivo de arroz, manguezais, entfre outros) sdo solos tipicamente
anaerdbios. Porém, € possivel observar a ocorréncia da anaerobiose nos
diferentes microhdbitats do solo, mesmo nagueles predominantemente
aerdbios, devido & ocorréncia da intensa atividade respiratéria dos
organismos aerdbios ou emregides que apresentam alta viscosidade. Nessas
condicdes, além da auséncia de oxigénio, frequentemente a atmosfera
do solo possui valores muito elevados de gds carbdnico, podendo chegar
até por volta de 5%, centenas de vezes mais do que na atmosfera terrestre
externa (0,04%). Os procariotos sdo os Unicos organismos que conseguem
sobreviver em condicdes de anaerobiose (MADIGAN et al., 2010; CARDOSO
et al., 1992).
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2.3.2. Temperatura

A atividade das células dos organismos € governada pelas leis da
termodin@mica, onde a temperatura influencia diretamente (acelerando
ou retardando) a ocorréncia dos processos metabdlicos microbianos
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2009).

Cada microrganismo possui um valor étimo de temperatura para
a sua multiplicagdo e desenvolvimento, sendo esse valor dependente
do aporte enzimdtico apresentado pelo organismo. Dependendo da
faixa 6tima de temperatura para o seu crescimento e atividade, os
microrganismos podem ser divididos em psicrofilos (menos que 20°C);
mesdfilos (entre 20 e 40°C) e termdfilos (mais que 40°C). Apenas alguns
procariotos crescem em temperaturas acima de 60°C, que sAo 0s
hipertermofilos (Figura 2.2) (MADIGAN et al., 2010).

Temperatura (°C)

psicrofilos

mesofilos

hipe-ﬁlos

Figura 2.2 - Classificacdo dos microrganismos do solo de acordo com a temperatura
6tima para multiplicacdo celular.

O crescimento otimizado em diferentes temperaturas deve-se ao
fato de que esses organismos possuem adaptacdes que possibilitam o seu
desenvolvimento como, por exemplo, mudancas conformacionais nas
proteinas, grau de saturacdo dos dcidos graxos presentes na membrana,
e outros (VERMELHO et al., 2007).
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As caracteristicas fisicas e quimicas do solo (densidade do solo,
potencial de o6xido-reducdo, pressdo, difusdo de gases, viscosidade,
tensdo superficial etc.) fambém sofrem influéncia direta da temperatura.
As modificacdes desses padrdoes do solo em funcdo da temperatura
podem também levar a uma modificacdo no ambiente microbiano, que,
portanto, afeta a funcionalidade do sistema, alterando a velocidade das
reacdes como degradacdo da matéria orgdnica e oxidacdo da ambnia
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2009).

2.3.3. Agua

Elemento essencial para a ocorréncia e a manutencdo da vida do
planeta, a dgua € o principal solvente da natureza, no qual se encontra
diluida grande parte dos nutrientes e onde ocorrem as principais reacoes
bioguimicas no meio intracelular. Nos solos, a dgua pode ser encontrada
em trés formas distintas: dgua higroscdpica, que se encontra aderida s
particulas do solo, dgua capilar, que corresponde ao reservatdrio contido
nos microporos e dgua livre ou gravitacional, que escoa pelos macroporos,
sendo que, na capacidade de campo, a dgua é retida por uma forca de
1/3 de atmosfera (MOREIRA; SIQUEIRA, 2009).

A dagua influencia diretamente a atividade bioldégica dos solos,
participando na difusdo de nutrientes, na motilidade microbiana,
influenciando a determinacdo dos valores de pH e do potencial redox,
além de estar relacionada com a temperatura e a aeracdo.

As variacdes sazonais de temperatura e umidade implicam na
ocorréncia de ciclos de seca/umidade (em alguns casos congelamento
e aguecimento) que ajudam a liberar substratos das superficies das argilas
ou de células mortas, estimulando a atividade metabdlica dos solos
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2009).

2.3.4. pH

O pH é um dos atributos fisico-quimicos do solo mais descritos por
influenciar as diferentes comunidades microbianas que habitam os solos. Os
mecanismos exatos de como esse par@metro influencia as comunidades
microbianas ainda ndo sdo bem descritos, mas sabe-se que os valores
de pH afetam a solubilidade dos minerais no solo, afetando, portanto,
a disponibilidade de nutrientes. Ferro, manganés e zinco sGdo menos
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disponiveis em valores de pH acima de 7,0. Ferro, aluminio e manganés
atingem niveis toxicos em valores de pH menores que 5,0 e estdo menos
disponiveis em valores altos ou baixos. Praticas agricolas e formas de
manejo sdo realizadas com o objetivo de minimizar os efeitos deletérios
e estimular os efeitos positivos das variacdes de pH (Figura 2.3) (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2009).

Ferro, Cobre

Manganés e Zinco ;
Molibdénio

e Cloro

disponibilidade

Fosforo

Nitrogénio,
Enxofre
e Boro

Potassio, Calcio™
e Magnésio
Aluminio
T T T T
5,0 6,0 7,0 8,0

Figura 2.3 - Disponibilidade de nutrientes em diferentes valores de pH do solo.

Esses valores também podem ser influenciados pela atividade
metabdlica microbiana. Adicdes de carboidratos diminuem inicialmente os
valores de pH pela producdo dg r:ne’robéli’ros acidos e de CO, provenientes
do metabolismo microbiano (BAATH et al., 1995).

A diversidade e a funcionalidade microbiana dos solos é descrita
como fortemente relacionada aos valores de pH. As comunidades
microbianas que oxidam amodnia (primeira e fundamental etapa na
nitrificacdo; veja capitulo 7) sdo diretamente influenciadas pelo pH.

Nos solos em que sdo observados valores de pH baixos (<5.5) hd
uma predomindncia de arquéias que oxidam amonia e em solos onde o
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pH € um pouco mais elevado (> 5.5), hd uma predomindncia de bactérias
que oxidam amobnia. Esse fendmeno é conhecido como especificidade
de nicho e ainda ndo se compreendem plenamente 0os mecanismos
envolvidos na ocorréncia desse fendmeno (PROSSER; NICOL, 2012).

Além disso, da mesma maneira que a temperatura, os valores
de pH influenciam a atividade dos complexos enzimdticos microbianos,
permitindo a classificacdo dos microrganismos em acidofilos, neutrdfilos
ou basdfilos de acordo com o pH étimo de atuacdo de suas enzimas.
Os microrganismos acidofilos sGo os que preferem valores de pH baixos
(acidos); neutrdfilos preferem valores de pH mais proximos da neutralidade
e os basdfilos preferem valores de pH mais elevados (bdsicos) (VERMELHO
et al., 2007).

2.3.5. Potencial redox

As reacoes de Oxido-reducdo sdo vitais para a manutencdo da
vida no planeta. A ocorréncia dessas reacoes € acessada pela medida
do potencial redox (Eh, expresso em volts). O potencial redox € a medida
de tendéncia do ambiente em ganhar ou ceder elétrons (MADIGAN et al.,
2010), mas em solos, a determina¢do deste valor serve como um indicativo
bioquimico do processo metabdlico predominante neste solo.

Seres vivos obtém energia a partir da oxidacdo dos materiais
reduzidos, removendo elétrons de substéncias inorgdnicas e orgdnicas
para capturar a energia disponivel. Esse parémetro pode variar entre micro
e macro-hdabitats e é afetado por pH, temperatura, pressdo e composicdo
atmosférica e, indiretamente, pelo nivel de substratos disponiveis (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2009).

Nos valores de voltagem positiva (Eh) tendem a ocorrer reacdes nas
quais compostos energéticos perdem elétrons (ambiente oxidado) para
transferi-los a compostos eletro-negativos, os quais atuam como aceptores
finais de elétrons, propiciando a ocorréncia de metabolismos respiratodrios
e processos de aerobiose facultativa, com geracdo de energia. Essa
condicdo é normalmente encontrada em locais aerados, como na
maioria dos solos agricultGveis. Nos valores de Eh negativos ocorre a
tendéncia de doar elétrons (ambiente reduzido) propiciando a ocorréncia
de metabolismos anaerdbios, favorecendo processos como reducdo
de sulfato e metanogénese, que ddo origem a menores quantidade de
energia. Essas condicdes sdo encontradas em locais anaerdbios, solos
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lodosos ou solos inundados (cultivo de arroz), entre outros (MADIGAN et al.,
2010).

A sucessdo de espécies microbianas em um determinado ambiente
ocorre muitas vezes em funcdo dos valores do potencial redox (Eh). A
medida que o Eh diminui, ocorre uma transicédo da predomindncia de
aerdbios para facultativos e, em seguida, anaerdbios (MOREIRA; SIQUEIRA,
2009).

Uma correlacdo mais detalhada entre o potencial redox dos solos
e o0 metabolismo microbiano encontrado no mesmo serd apresentada no
capitulo 5.

2.3.6. Fontes nutricionais

O solo é considerado um dos principais reservatérios nutricionais
do planeta, pois armazena constituintes essenciais ao metabolismo e
consequente multiplicacdo de células dos organismos vivos, como carbono
e nitrogénio, além dos nutrientes minerais, como P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, Mn,
Cu, Mo, Co, Na, Cr, Ni, Se, W e V, enquanto as moléculas dos constituintes
gasosos, como oxigénio e nitrogénio, fazem parte da atmosfera livre e
do solo. A maioria desses elementos faz parte das principais moléculas
orgdnicas e estes sdo essenciaqis para a ocorréncia dos metabolismos
quimiolitotréfico e fotoautotréfico. Além disso, por meio dos processos
biogeoquimicos, resultantes das interacdes com os organismos do solo,
esses nuirientes est@o em constante renovacdo no solo, promovendo a
manutencdo da vida (CARDOSO et al., 1992; MOREIRA; SIQUEIRA, 2009;
MADIGAN et al., 2010).

Os organismos do solo apresentam uma grande diversidade na
capacidade de utilizar diferentes fontes de nutrientes parasua multiplicacdo
(ver capitulo 5). No entanto, pode-se destacar dentre estas fontes, aquela
desempenhada pela matéria orgdnica do solo, que supre o metabolismo
de uma grande gama de organismos do solo, sendo sua decomposicdo a
base deste processo.

2.3.7. Matéria organica

A matéria orgdnica do solo (MOS) é resultado da mistura de
componentes de origem bioldgica (restos de decomposicdo em diferentes
estddios evolutivos), microrganismos e materiais vegetais ndo decompostos,
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além de compostos produzidos pelo homem conhecidos como
xenobidticos (Figura 2.4.). A utilizacdo dos xenobidticos pelo metabolismo
microbiano e sua participacdo em processos de recuperacdo ambiental
serdo abordados em maiores detalhes no capitulo 13.

Residuo Organismos
Fresco Vivos

Figura 2.4 - Principais fracdes constituintes da matéria orgdnica dos solos.

A distribuicdo da MOS ndo é uniforme e varia de acordo com a
origem e as propriedades fisicas, quimicas e mineraldgicas dos solos. A
maior atividade biolégica do solo situa-se, de modo geral, na camada de
0 a 20 cm de profundidade, pois ai ocorre maior acumulacdo da matéria
orgdnica do solo pela deposicdo de material vegetal da parte aéreq,
além do efeito das raizes. Assim, a matéria orgdnica e o efeito rizosférico
sdo funcdo da cobertura vegetal do solo e tém influéncia direta sobre os
microrganismos (RASCHE; CADISH, 2013).

Os compostos orgdnicos e sua taxa de degradacdo pelos
microrganismos dependerdo do tipo de substrato, da relacdo espacial
(acessiveis ou ndo em relacdo as células e/ou enzimas) e das condicoes
fisicas e quimicas dos micro-hdbitats (MOREIRA; SIQUEIRA, 2009). Nem
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toda substancia orgdnica é passivel de degradacdo por microrganismos.
Substancias ndo degraddveis ou que demoram a ser degradadas
sdo denominadas recalcitrantes e tanto podem ser produtos naturais
(himus, porfirinas e alguns D-aminodcidos) como xenobidticos (pldsticos,
detergentes e alguns pesticidas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2009). Dependendo
da velocidade de ocorréncia das reacdes no solo, a matéria orgénica
pode ser faciimente reciclada, ou seja, € considerada de facil degradacdo
(correspondendo principalmente a carboidratos, aminodcidos e fracdoes
lipidicas). Outros componentes podem permanecer no solo por meses ou
décadas (10-40%), por apresentarem maior recalcitréncia ao processo de
degradacdo (correspondendo d fracdo himica), permanecendo no solo
por séculos ou milénios (40-60%) (RASCHE; CADISH, 2013).

A matéria orgdnica influencia as propriedades do solo, a
disponibilidade de nutrientes para a multiplicacdo de células microbianas
e das plantas, e regula a ciclagem do carbono e sua estabilizacdo.
Mudancas no status nutricional do solo, como a reducdo do conteudo
de matéria orgdnica afeta a diversidade microbiana dos solos (RASCHE;
CADISH, 2013).

2.4. Consideragoes Finais

Este capitulo tem a intencdo de caracterizar o solo como
um ambiente heterogéneo e dindmico, onde se desenvolve uma
comunidade viva composta de alta abunddncia de organismos e alta
biodiversidade. Encontram-se neste ambiente representantes dos frés
dominios filogenéticos, sendo que estes tém suas atfividades metabdlicas
e frequéncias moduladas pelas frequentes mudancas de condicdes do
ambiente.

Esta caracterizacdo faz com que a biodiversidade do solo se insira ds
caracteristicas fisicas e quimicas deste ambiente, sendo tambémresponsiva
as praticas de manejo, e aos diferentes usos do solo. Neste contexto, serve
como regra geral o fato de que a homogeneizacdo do sistema, seja
esta promovida por atividades antrépicas ou processos naturais, leva a
uma restricdo na diversidade de vida do solo. Por outro lado, o fato de
este microbioma ser responsivo, pode sugerir que podemos manipuld-
lo da melhor maneira possivel, extraindo deste recurso, onipresente nos
solos, funcionalidades novas que sustentem um mais eficiente sistema de
producdo vegetal.
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2.5. Estudo de caso

Um agricultor adquiriu terras jd com longo periodo de monocultivo
com cana-de-acucar. Ao estudar as possibilidades de uso destas terras, o
mesmo foi alerfado de que deveria melhorar a biodiversidade neste solo,
uma vez que o mesmo deve ser muito restritivo neste conceito, por ter sua
biodiversidade selecionada para o sistema cana nos Ultimos anos. Quais
praticas de manejo podem ser aplicadas neste contexto, dando a este
solo um ganho em biodiversidade? Utilize dados e tecnologias atuais para
desenvolver esta questdo.
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Carituo 3

ECOLOGIA MICROBIANA

Elisa Rabelo Matos, Ademir Durrer, Fernando Dini Andreote

3.1. Infrodugao

Aecologiaéoestudodasrelacdes estabelecidasentre os organismos
e dos organismos com o ambiente em que vivem. Neste capitulo serdo
abordados a definicdo do termo ecologia, o recente avanco nos estudos
ecoldgicos de microrganismos, as interacdes por eles estabelecidas e
como essas inferacoes influenciam na ocupacdo, no estabelecimento e
na manutencdo dos microrganismos do solo.

Os estudos ecoldgicos tiveram inicio com o bidlogo alemdo Heinrich
Haeckel, ainda no século XIX, que se baseava nas observacodes feitas por
Darwin na tentativa de compreender a complexidade dos organismos
através das variagdes em composicdo e distribuicdo das espécies e em
funcdo da sua localizacdo e das suas inferacdes com o ambiente.

Com o desenvolvimento dos estudos nessa drea, este termo se
tornou cada vez mais abrangente, preocupando-se com os mais diversos
niveis de organizacdo bioldgica, como: populacdo (conjunto de individuos
da mesma espécie), comunidade (conjunto de populacdes que vivem
em um mesmo local e tempo), ecossistema (comunidade mais os fatores
abidticos, como: temperatura, pH e outros), chegando aos biomas e,
finalmente, a biosfera.

Denfro deste contexto, diversos sGo 0s femas que podem ser
abordados, podendo-se destacar: estudos da distribuicdo e abunddncia
da biodiversidade no espaco e tempo (biogeografia), as interacdes inter-
e infraespecificas com e suas respostas frente a alteracdes ambientais,
os fatores ambientais que influem no desenvolvimento dos seres vivos,
a compreensdo de modelos comportamentais em animais €, mais
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recentemente, o desenvolvimento de estudos ecoldgicos abrangendo os
microrganismos.

Estudos ecoldgicos envolvendo os microrganismos sdo relativamente
recentes, principalmente devido a algumas dificuldades encontradas para
se determinar par@metros ecoldgicos neste grupo de organismos. Na maior
parte dos estudos, as teorias ecolégicas que foram desenvolvidas a partir
de observacdes nos macrorganismos sao utilizadas para os estudos com
microrganismos, sendo que na maioria das vezes o mesmo padrdo de
resposta é obtido, apesar de ndo se ter ainda a absoluta certeza de que
0s microrganismos respondem da mesma forma que os macrorganismos a
todos os par@metros ou estimulos.

Neste ponto, € importante destacar a importéncia da ecologia
microbiana no desenvolvimento de aspectos tedricos de ecologia. Uma
vez que as mesmas regras ecologicas sejam aplicadas tanto para macro
como microrganismos, pode-se utilizar sistemas mais simples, com melhor
controle das condicdes ambientais, e mais rdpida resposta — devido
ao curto ciclo vital dos microrganismos — para se desenvolver teorias
ecoldgicas, que sejam posteriormente extrapoladas para macrorganismos.
A Unica desvantagem neste ponto permanece na maior dificuldade de
se monitorar espécies particulares de microrganismos quando inseridas em
um contexto de alta diversidade microbiana.

Asrelacoes estabelecidas entre os microrganismos e dosmesmoscom
o ambiente em que vivem s@o fundamentais para a manutencdo da vida e
do equilibrio do planeta. No solo, os microrganismos desempenham papel de
destaque, visto que sédo uma das principais formas de vida neste ambiente.
Dentre os efeitos benéficos, podem-se destacar aqueles relacionados
com o estimulo ao desenvolvimento vegetal (e por consequéncia resultar
em maior produtividade agricola), sejam estes relacionados diretamente
com a fisiologia da prépria planta, ou indiretos, onde os microrganismos
apresentam atividades — como a degradacdo de compostos orgdnicos
ou o antagonismo a patdégenos — que interferem no desenvolvimento
vegetal (ANDREOTE et al., 2014). Contudo, a comunidade microbiana
também pode influir de forma negativa sobre a produtividade nos vegetais,
competindo por nutrientes; promovendo a perda dos mesmos do solo, a
partir da geracdo de formas moveis que podem ser lixiviadas ou, ainda,
sendo causadores de diversas doencas. Devido a estas relevantes funcoes
dos microrganismos no solo, a compreensdo de suas relacdes ecoldgicas e
de seus mecanismos de sobrevivéncia neste ambiente é fundamental para
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predizer as consequéncias de futuras alteracdes ambientais, entender a
sua importéncia para o funcionamento dos ecossistemas e também auxiliar
a elevar de forma sustentdvel a produtividade nos campos agricolas.

3.2. Interagoes microbianas

Devido & alta diversidade, nUmero de espécies (riqueza) e
abunddancia microbiana que podemos encontrarno solo, s microrganismos
e 0s outros seres vivos presentes, como as plantas e a fauna, ndo sobrevivem
de formaisolada, ou seja, ndo se desenvolvem independentemente um do
oufro. Na verdade, estes estdo constantemente interagindo uns com os
outros, o que é fundamental para se sobreviver num ambiente altamente
varidvel, competitivo e oligotréfico (pobre em nutrientes) (CARDOSO et
al., 1992; HALLAM; MCCUTCHEON, 2015). Didaticamente, estas interacdes
ecoldgicas podem, primeiramente, ser divididas em dois grandes grupos.
O primeiro é proveniente de interacdes positivas nas quais pelo menos um
dos organismos envolvidos € beneficiado e nenhum deles é prejudicado.
O segundo grupo pode ser chamado de interacdes negativas e ocorre
quando pelo menos um dos organismos envolvidos € prejudicado, podendo
ou ndo ocorrer beneficios para a outra parte envolvida (CARDOSO et al.,
1992).

Dentre as interagoes positivas algumas desempenham papel de
destaque para a complexidade do sistema bioldgico no solo, nas quais se
destacam:

Relagoes Simbioticas Mutualisticas: neste tipo de interacdo os
organismos se auxiliam numa relacdo mutua, sendo ambos
beneficiados. Exemplos disso sdo a interacdo de microrganismos
como bactérias diazotréficas ou os Fungos Micorrizicos Arbusculares
(FMA) com as plantas, que resulfam em ganho mutuo; auxiliando
os vegetais na aquisicdo de nutrientes, e beneficiando o0s
microrganismos, que recebem parte destes nutrientes das plantas
num ambiente oligotréfico como o solo.

Comensalismo: Nessa interacdo apenas um organismo se beneficia,
sendo essa relacdo positiva para 0 mesmo e neutra para o oufro
organismo envolvido na interacdo. Como exemplo, uma popula¢cdo
microbiana produz alguns compostos, como vitaminas e/ou
aminodcidos e estes sdo utilizados por outra populacdo, como as
plantas, em beneficio proprio.
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J& dentre as interagoes negativas, podem-se destacar:

Antagonismo: Nesta interacdo um organismo produz substancias
que podem inibir o crescimento de oufro organismo, ou sejq,
bactérias podem produzir substéncias que impecam o crescimento
de outros microrganismos ou sejam toéxicas a ele. Como exemplos
podemos citar o caso de um microrganismo que produz uma
substancia que acidifica o solo e, comisso, o tornainadequado para
a sobrevivéncia de outro. Ou ainda, o mais tradicional exemplo é a
producdo de antibidticos (comumente por fungos), o que limita o
desenvolvimento de determinados grupos bacterianos.

Predagdo: Neste processo um organismo consome o outro,
atacando e digerindo a sua presa, sendo o exemplo mais claro o
de protozodrios que consomem bactérias do solo.

Parasitismo: Nestainteracdo, o parasita se beneficia do metabolismo
de seu hospedeiro para obter a sua fonte de energia e sobreviver.
O exemplo cldssico desta interacdo é a relagcdo entre patdgenos
e plantas, como ocorre com fungos patogénicos (Phytophthora,
Fusarium) que invadem as plantas e obtém a sua energia a
partir delas. Esta interacdo também é denominada de simbiose
antagdnica.

Competicdo: Neste tipo de interacdo os organismos competem
principalmente por nutrientes, sendo comum isto ocorrer entre
0$ microrganismos e/ou entre plantas. Um exemplo deste tipo de
interacdo é a adocdo da recente prdatica agricola de colheita
crua, deixando a palha na lavoura, no cultivo de cana-de-agucar.
Esta palha, devido a sua elevadarelacdo C/N (70/1 a80/1) fazcom
que 0s microrganismos do solo a decomponham e a consumam
como fonte de carbono. Contudo, devido a relacdo C/N média
de 8/1 da microbiota do solo estes, ao consumirem o carbono
proveniente da palha, também consumirdo o nitrogénio do solo.
Portanto, caso ndo exista reposicdo do mesmo no sistema, num
primeiro momento, os microrganismos do solo irdo competir com
a planta pelo nitrogénio disponivel e como consequéncia podem
ocasionar um déficit do mesmo na cultura.

Apesar de cada uma das interacdes ter sido abordada de forma
isolada, caberessaltarque umapopulacdo microbianapode desempenhar
mais de um tipo de interacdo ecoldégica com outras populacdes.
Recentemente, van Elsas e colaboradores (2012) demonstraram que
algumas espécies de bactérias interagem conjuntamente para competir
e evitar a entrada de patdgenos no solo. Mendes e colaboradores (2011)
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identificaram bactérias associadas d supressdo de doencas e constataram
que este fendbmeno ndo depende apenas da atuacdo de bactérias
isoladas, mas da atividade conjunta de um consércio de bactérias. Os
dados obtidos por estes pesquisadores indicaram que, apds a raiz da
planta ser atacada por um agente patogénico, como um fungo por
exemplo, as plantas podem recrutar — via ativacdo do metabolismo celular
— 0$ grupos microbianos que atuam na supressdo do desenvolvimento do
patdgeno. As interacdes ecoldgicas existentes no solo, sejam elas positivas
ou negativas, contfribuem ndo apenas para a manutencdo do equilibrio
biolégico no sistema, mas também demonstram a complexidade deste
ambiente.

3.3. Estrutura organizacional das comunidades microbianas do solo

Do ponto de vista organizacional, as comunidades microbianas
do solo organizam-se em populacdes, definidas como um conjunto
de organismos da mesma espécie, que se distribuem em diferentes
frequéncias, dando origem a uma curva assintética, que é padrdo na
descricdo da estrutura das populacdes que existem em solos (figura 3.1).

grupos de
alta frequéncia

frequéncia

variagdes
*, temporais

.

.

biosfera rara

: solo I
: solo 11
solo 111
~oNen <
QO Qi e Q
S
800000 S0

Figura 3.1 - Curvas de distribuicdo das frequéncias de populacdes encontradas
em solos. Ver maiores explicacdes no texto.
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Observando as curvas apresentadas na Figura 3.1, podemos
verificar que um grupo pequeno de populacdes apresenta alta
frequéncia em uma determinada amostra de solo, compondo o grupo
de populacdes abundantes. Da mesma maneira, um grande nUmero de
populacdes apresenta frequéncias baixas nesta mesma amostra, dando
origem a estrutura chamada de ‘biosfera rara’ (LYNCH; NEUFELD, 2015).
Esta formacdo de dois grupos com estas caracteristicas € comum a todos
os solos, sendo o principal ponto de diferenciacdo entfre estes o dngulo
destas curvas. Por exemplo, solos com maiores valores de diversidade
apresentam curvas assintéticas mais suaves, enquanto que solos com
menor diversidade apresentam curvas descritas como ‘L-shaped’ (Figura
3.1).

Este tipo de contemplacdo da diversidade biolégica do solo é de
extrema importéncia, dando a visdo real de deformacdo da diversidade
do solo frente a variacdes ambientais. Um primeiro efeito possivel é
causado por variacdes temporais nas condicoes ambientais, onde grupos
componentes da biosfera rara podem vir a se tornar abundantes, e vice-
versa. Este efeito ndo deforma a curva, mas apenas causa a troca de
localizacdo dos grupos no eixo x. A maior ou menor inclinacdo da curva,
com alteracdo de suas proximidade aos eixos x e y, estd relacionada a
alteracdes especificas da diversidade do solo. Por exemplo, na Figura
3.1 pode-se perceber que o solo | apresenta maior diversidade do que
o solo lll, sendo uma diversidade intermedidria encontrada no solo
representado pela curva |l (Figura 3.1). Traduzindo estes exemplos para
situacdoes reais, o solo | € possivelmente localizado em uma regido de
paisagem natural, como dreas de floresta primdria. O solo Il apresenta
a curvatura caracteristica de dreas de monocultura, com maior énfase
onde manejos conservacionistas ndo sdo empregados, levando a uma
grande pressdo de selecdo e diminuicdo da diversidade deste ambiente.
Por fim, o solo Il fraduz o comportamento da biodiversidade na maioria dos
solos cultivados, sendo esta inferior & encontrada em dreas naturais, com
este efeito suavizado por praticas conservacionistas, como a rotacdo de
culturas, o plantio direto, e até mesmo a adubacdo bioldgica dos solos.

3.4. Aspectos ecoldgicos da sobrevivéncia microbiana nos solos

Uma vez apresentada a base ecoldégica dos organismos do
solo, podemos relacionar estas caracteristicas com a ocorréncia dos
grupos microbianos encontrados neste sistema. A regra bdsica de
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sobrevivéncia dos organismos nos solos € a mesma que rege a ocorréncia
de macrorganismos em outros ecossistemas, a selecdo natural. Descrita
por Darwin como a causa principal da ocorréncia de variacdo entre
organismos, esta selecdo atua sobre o conjunto de organismos vivos do
solo que é determinada pela acdo conjunta das caracteristicas do solo, j&
apresentadas no capitulo 2.

As caracteristicas de hospedagem de alta abunddncia de
organismos, alta biodiversidade e heterogeneidade espacial e temporal
dos solos, faz com que o0s organismos presentes neste ambiente
apresentem algumas caracteristicas ecolégicas em comum. Uma destas
caracteristicas estd na grande necessidade de interacdes bioldgicas que
estes organismos apresentam para sua sobrevivéncia (VAN ELSAS et al.,
2004). Esta estratégia parece vantajosa pois, uma vez que o metabolismo é
dividido entre os componentes de uma interacdo benéfica, o metabolismo
celular de cada componente da interacdo pode ser mais enxuto, dando
a este organismo uma maior habilidade de se multiplicar com um menor
gasto energético — caracteristica importante num sistema oligotréfico.

Tomando em consideracdo todas as possibilidades de interacdes
bioldgicasnosistemasolo, pode-se sugerirque duas caracteristicas principais
estejam relacionadas & ocorréncia de grupos microbianos neste ambiente,
sendo estas a Adaptagao e a Competigcao (HIBBING et al., 2010; HALLAM;
MCCUTCHEON, 2015). Apesar de estes termos estarem parcialmente
sobrepostos, existem metodologias especificas (ndo abordadas neste
capitulo) que permitem determinar qual a predomindncia de um ou outro
processo na estruturagcdo da comunidade viva do solo alvo de estudo.
Entretanto, ao estudar a microbiota do solo, também chama atencdo a
grande quantidade de casos em que ocorre colaboracdo entre diversos
grupos, como em simbioses, comensalismo e protocooperagado.

A Adaptacdo se refere d complementaridade entre as exigéncias
metabdlicas dos grupos microbianos e a condicdes ambientais
encontradas em determinados solos. Por exemplo, a predomin&ncia de
grupos microbianos aerdbios em solos com baixa umidade e com textura
media ou arenosa; ou ainda a alta ocorréncia de grupos microbianos
acidoéfilos em solos florestais.

A Competicdo se refere a ocorréncia de grupos que ndo possuem
metabolismo complementar s condicdes ambientais, mas possuem
grande capacidade de inibir o desenvolvimento de grupos que utilizariam
este recurso natural para sua multiplicacdo. Caracteristicas que levam a
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este comportamento sdo relacionadas com a producdo de antibidticos,
entre outros, ou de agentes quelantes de nutrientes como, por exemplo,
sideroforos.

Utilizando estes conceitos, pode-se sugerir que nos sistemas
naturais, onde a microbiota co-evolui de forma mais intima com os demais
componentes do ecossistema, prevalecam grupos adaptados em utilizar
0s recursos naturais, sendo assim menor a ocorréncia de grupos que vivem
neste ambiente com base na competicdo. No outro extremo temos os
ambientes artificias, em parte compostos por dreas de agricultura, onde a
ocorréncia de grupos competidores pode prevalecer, como por exemplo
a entrada de organismos invasores, exdgenos a dreq, € que apresentam
alta taxa de multiplicacdo e estabelecimento neste novo nicho por serem
alfamente competitivos.

3.5. Caracteristicas do solo

Algumas das caracteristicas do solo e sua responsividade ao manejo
estdo ligadas ds caracteristicas ecolégicas da comunidade viva que se
hospeda neste ambiente. Compde a base destas caracteristicas a grande
biodiversidade que ocorre no sistema, o que dd sustentacdo a uma alta
diversidade metabdlica, essencial para que as transformacdes necessdrias
para o funcionamento do sistema solo ocorram, mesmo quando as
condicoes ambientais sejam alteradas. De forma a melhor esclarecer esta
estruturacdo ecoldgica, alguns termos serdo separadamente apresentados
abaixo:

Diversidade biolégica: diversidade de grupos taxonémicos que
ocorrem em um solo. Esta &€ composta pela ocorréncia de grupos
de organismos distintfos em microhdbitats especificos do solo,
sendo alterada drasticamente pela homogeneizacdo do sistema
(HORNER-DEVINE et al., 2004).

Diversidade metabdlica: fermo derivado da diversidade bioldgica,
mas abrange a diversidade de processos bioldgicos capazes de
ser executados pela microbiota presente em determinado solo.
Engloba tantos processos distinfos como a ocorréncia de grupos
diferentes, capazes de executar transformacodes especificas sob
diferentes condicdes ambientais.

Redundancia Funcional: este termo deriva da diversidade
metabdlica, mas se refere especificamente a ocorréncia de
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funcodes similares em grupos microbianos funcionais sob distintas
condi¢des ambientais (JURBURG; SALLES, 2015). A alta redundéncia
funcional é caracteristica marcante do solo, sendo esta a base
da manutencdo do funcionamento do sistema heterogéneo e
din@mico encontrado nos mais diferentes solos.

Resiliéncia: a resiliéncia é o termo usado para descrever a
capacidade do sistema refornar ao estado original apds um
impacto. Quando utilizado na biologia do solo, este termo indica
a capacidade de a comunidade de organismos do solo retomar
seu estado original, taxondmica e funcionalmente, apds um
impacto ambiental, seja este causado por um evento natural ou
por atividades relacionadas ao manejo dos solos.

Tomados em conjunto, estes conceitos respondem pelo que
chamamosde qualidade dosolo, ouseja, amanutencdo do funcionamento
do sistema bioldégico que permeia o solo frente a alteracdes em seu uso,
eliminando assim efeitos deletérios de seu manejo.

3.46. Estudo de Caso

A ecologia microbiana dos solos o caracteriza e € capaz de indicar
alteracdes na fracdo viva do solo frente ao seu diferente uso. Trabalhos
recentestratam deste assunto, como porexemplo, o desenvolvido porPaula
et al. (2014), em que os autores comparam a diversidade metabdlica em
solos da floresta Amazdnica com aquela encontrada em dreas adjacentes
de pastagem e também de floresta secunddria. Resumidamente, os
autores concluem que a diversidade metabdlica na drea de pastagem é
menor, mas hd uma maior semelhanca na diversidade metabdlica entre
as areas de florestas (primdrias e secunddarias). Como vocé explica estes
resultados? Quais as caracteristicas da ecologia do solo que levam a este
evento?¢
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CarituLo 4

RizOSFERA

Emiliana Manesco Romagnoli, Fernando Dini Andreote

4.1. Introdugado

Em 1904, o agrébnomo alemado e fisiologista de plantas Lorenz Hiltner
foi o primeiro autor a utilizar o termo “rizosfera” para descrever a interface
da raiz da planta com o solo (HILTNER, 1904). Hiltner descreveu a rizosfera
como uma drea em torno daraiz da planta habitada poruma comunidade
microbiana que ¢ influenciada por compostos quimicos liberados pela raiz
da planta. Além disso, Hiltner previu que bactérias benéficas sdo atraidas
pelos exsudatos radiculares, mas que hd também os “ndo convidados”,
que se ajustam metabolicamente ao uso dos exsudatos liberados pela
planta. Sendo assim, surgiu a hipdtese de que “a resisténcia das plantas
para a patogénese é dependente da composicdo do microbioma da
rizosfera” (HARTMANN et al., 2008).

Arizosferapode serdefinidacomo aregido dosolo que éinfluenciada
pela raiz da planta, ambiente esse rico em nutrientes e consequentemente
em microrganismos. A exsudacdo de moléculas de baixo peso molecular
oriunda da raiz resulta na selecdo e na atracdo da biomassa microbiana
que, em comparacdo com o solo distante de raizes, encontra condicoes
de alta disponibiidade de nutrientes nesta regido, aumentando sua
abunddncia (Figura 4.1) (BAIS et al., 2006). Os microrganismos residentes
na rizosfera podem beneficiar ou prejudicar a planta e assim influenciar
diretamente o desenvolvimento das culturas (BARRET et al., 2011). A regido
da rizosfera € composta por trés zonas que sdo didaticamente definidas
com base na proximidade em relacdo a raiz: i) endorrizosfera que inclui
porcoes do coértex e endoderme (espaco apopldstico); ii) rizoplano é a
zona medial adjacente & raiz incluindo a epiderme e a mucilagem e iii)
ectorrizosfera que se estende para fora a partir do rizoplano (CAVAGLIERI
et al., 2009). Num comparativo, a rizosfera inicialmente descrita por Hiltner
é a ectorrizosfera descrita em 2009 por Cavaglieri et al. (2009).
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Nos solos, as raizes da planta crescem e secretam uma matriz
diversificada de exsudatos orgdnicos que estimulam o crescimento
de comunidades microbianas presentes na rizosfera. A abunddncia e
diversidade microbiana estd ativamente envolvida no desenvolvimento
vegetal, catabolizando amatéria orgdnica, e atuando na mineralizagdo de
nutrientes, na fixacdo de nitfrogénio, na protecdo contra pragas e controle
de patdgenos. Enfretanto, as espécies de plantas, bem como os tipos de
comunidades vegetais, podem afetar a diversidade estrutural e funcional
dacomunidade microbiana darizosferaq, principalmente devido avariacdes
na composicdo dos exsudatos radiculares e dos sinais bioquimicos neles
contidos, que influenciam diretamente o comportamento das bactérias
na rizosfera. Os inUmeros processos que ocorrem nesta regido sdo cruciais
para a saude da planta e influenciam diretamente o ecossistema como
um fodo (BERG; SMALLA, 2009; RIBEIRO; CARDOSO, 2012).

4.2. Papel dos microrganismos rizosféricos no desenvolvimento da planta

A microbiota dos solos € carente de carbono, ou seja, faltam
compostos orgdnicos energéticos para sua nutfricdo. As plantas, porém,
secretam até 40% dos seus fotossintatos na rizosfera elevando a densidade
da populacdo microbiana narizosferaemrelacdo ao solo, e este fendmeno
€ conhecido como “efeito rizosférico”.

A abunddncia microbiana presente no solo € alta, em torno de 10°
células por grama de solo, sendo esta composta por milhares de espécies
microbianas. Esta diversidade microbiana no solo pode ser localmente
perturbada por multiplos fatores, desde aqueles relacionados ao manejo
dos solos, como aqgueles induzidos pela presenca das raizes das plantas.
Estudos tém mostrado que a esfrutura da comunidade microbiana do
solo é distinta da encontrada na rizosfera, sendo a rizosfera comumente
composta por uma maior abunddncia de organismos, porém com umad
menor diversidade biolégica (FIERER et al., 2007; BARRET et al., 2011). Esta
caracteristica ocorre devido ao fato de a comunidade bioldgica da
rizosfera ser composta de organismos recrutados a partir da biodiversidade
total encontrada no solo adjacente.

Dessa forma, os estudos baseados na ecologia microbiana
da rizosfera buscam conhecer: || comunidades bacterianas que sdo
selecionadas na rizosfera de diferentes espécies de plantas; i) as funcoes
metabdlicas e genéticas dessas comunidades; i) a aplicacdo deste
conhecimento para enriquecer processos mutuadlisticos entre plantas
e microrganismos. Embora vdrios estudos prospectam a presenca de
bactérias na rizosfera por meio da andlise taxondmica de organismos
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encontrados neste nicho, esta abordagem ndo tem mostrado a
funcionalidade dessas comunidades na rizosfera. Assim, como estratégia
alternativa, para entender a funcionalidade da comunidade microbiana,
deve-se Utilizar metodologias que descrevam processos funcionais
relacionados arizosfera (TRINGE et al., 2005, HUGENHOLTZ; TYSON, 2008). No
entanto, a funcdo de um organismo € influenciada pelo ambiente. Assim,
pode ocorrer que na rizosfera os organismos apresentem funcionalidades
distintas das que possuem quando no ambiente solo. Dessa forma, numa
comparacdo entre solo e rizosfera, a reducdo da diversidade microbiana
pode ndo resultar em uma diminuicdo das funcdes do ecossistema, mas
sim num enriquecimento das funcdes de maior interesse e relacionadas
a promocdo do desenvolvimento vegetal (NANNIPIERI et al., 2003;
MARKOWITZ et al., 2008).

A comunidade microbiana da rizosfera exerce efeitos sobre a
comunidade vegetal, atuando na produtividade e nas caracteristicas
das plantas, resultfando em uma resposta de retroalimentacdo e na
mudanca da biomassa da comunidade microbiana (ZAK et al., 2003).
Sendo assim, a planta molda a biomassa microbiana que se aproxima
de suas raizes, promovendo tanto o aumento como a intensificacdo de
funcdes microbianas na rizosfera. Este processo estd intimamente ligado
a mineralizacdo do carbono orgénico no solo, sendo a rizodeposicdo a
principal fonte de enfrada de carbono assimildvel no solo, induzindo um
incremento na atividade metabdlica na rizosfera (Figura 4.1).
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Figura 4.1 - Modelo de recrutamento de microrganismos benéficos na rizosfera das
plantas. SGo mostradas algumas caracteristicas que podem resultar
em beneficios para determinados microrganismos do solo, os quais
serdo selecionados.
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InUmeros estudos revelaram que determinados tdxons ou grupos
de microrganismos possuem a capacidade de suprimir doencas na
rizosfera (GARBEVA et al., 2004; MENDES et al., 2011). A descricGo deste
processo faz com que o mesmo possa ser melhor explorado em beneficio
da agricultura. Uma das explicacdes deste processo estd embasada no
fato de que um aumento da abunddncia microbiana dd origem a uma
microbiota estdvel, nGo permitindo a multiplicacdo intensa de agentes
patogénicos e, consequentemente, protegendo a planta (MARON et al.,
2010; MENDES et al., 2011). Este fendbmeno é conhecido como supressdo
geral de doenca e esta atividade é atribuida a microbiota total (HOITINK;
BOEHM, 1999).

No entanto, existem vdrios fatores chaves envolvidos na saude
do solo. Um deles € a exsudacdo radicular especifica que pode atrair
0os microrganismos especificos (RUDRAPPA et al., 2008). Além disso, a
quimiotaxia & um fendmeno que resulta de um sinal bioquimico com o qual
as plantas recrutam os microrganismos na rizosfera, por meio da liberacdo
de hidratos de carbono e aminodcidos especificos (SOMERS et al., 2004). Por
exemplo, os exsudatos possuem a capacidade de influenciar a motilidade
flagelar em algumas bactérias na rizosfera (De WEERT et al., 2002). Assim
sendo, o patdégeno origindrio do solo precisa crescer saprofiticamente na
rizosfera e alcancar um numero suficiente para que possa infectar o tecido
da planta e escapar da zona de competicdo.

4.3 A complexidade do microbioma da rizosfera

Muitos estudos baseiam-se na pesquisa individual de grupos
microbianos presentes na rizosfera. Estes trabalhos exploram o potencial
destes grupos em funcdes especificas, como na supressdo de doencas
ou na habilidade microbiana de fornecer nufrientes as plantas. Um
destes trabalhos mostra a ampla gama de caracteristicas benéficas ao
desenvolvimento vegetal enconfrada em isolados afiliados a Burkholderia
spp. narizosfera de cana-de-agucar (LUVIZOTTO et al., 2010). Estas bactérias
sdo capazes de sintetizar moléculas andlogas a fitormdnios (por exemplo
dcido indol-acético) e inibir o desenvolvimento de fungos patogénicos,
além de fixar nitrogénio e quelar ferro (via producdo de siderdforos). Outro
exemplo estd relacionado a bactérias fixadoras de nitrogénio, sejam
estas simbidticas ou associativas (ver capitulos 8 e 9), ambas inicialmente
atraidas pelas plantas num processo de ocupacdo do espaco rizosférico.
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Contudo, podemos imaginar que de forma conjunta, o microbioma
da rizosfera possa hospedar muitas outras funcdes ndo encontradas
qguando seus componentes sao estudados separadamente. Por exemplo,
sabe-se que a supressdo de doencas € um processo eficiente na rizosfera,
sendo esta gerada pela atividade conjunta de seu microbioma (HAZEN et
al., 2010). O estudo mais detalhado sobre este assunto indica que mais de
33 mil grupos microbianos (entre bactérias e arquéias) sdo encontradas na
rizosfera de plantas cultivadas em solo supressivo (MENDES et al., 2011). H&
indicativos de que os grupos Gammaproteobacterias, Betaproteobacterias
e Firmicutes tenham papel fundamental na supressividade de doencas na
rizosfera (BERENDSEN et al., 2012).

A composicdo do microbioma da rizosfera € também alterada
de acordo com a sanidade vegetal. Sabe-se que quando a planta é
atacada por um patdbgeno, ocorrem alteracdes na composicdo do
microbioma de sua rizosfera. Este fato foi demonstrado pela infeccdo de
cifros por Candidatus Liberibacter asiaticus, o que alterou drasticamente
a composicdo microbiana da rizosfera de citros. A colonizacdo da raiz
do algodoeiro pelo patégeno Verticilium dahlice também afetou a
composicdo microbiana da rizosfera de algoddo (TRIVEDI et al., 2012;
IHANG et al., 2011). Tais mudancas na composicdo da rizosfera quando da
ocorréncia de um patdégeno indicam que a planta pode, neste momento,
alterar a composicdo de seus exsudatos radiculares, selecionando grupos
microbianos especificos que a auxiiem no combate ao patdbgeno.

4.4. A Selecdo das Plantas na Rizosfera

A planta seleciona microrganismos especificos para ocupar a
rizosfera, os quais séo caracterizados pelo gendtipo da planta e o tipo de
solo, importantes motores na composicdo da comunidade microbiana da
rizosfera. Assim, as comunidades microbianas nas rizosferas de diferentes
espécies de plantas que crescem no mesmo solo sdo diferenciadas. Este
fato sugere que as plantas sejaom capazes de moldar a composicdo da
microbiota na sua rizosfera (BAIS et al., 2006; BERG et al., 2009; GARBEVA et
al.,2011; MICALLEF et al., 2009). A planta pode determinar a composicdo da
microbiota daraiz por secrecdo ativa de compostos, os quais estimulam ou
reprimem especificamente alguns membros da comunidade microbiana
(DOORNBOS et al., 2012). Alguns compostos exsudados de cultivos puros
de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum), pepino (Cucumis sativus)
e pimentdo (Capsicum annuum), tais como d&cidos orgénicos, dcido
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citrico, dacido succinico e o dcido mdlico, sdo descritos como ativadores
de grupos microbianos especificos no solo que, apds receberem estes
compostos, passam a ocupar a rizosfera destas plantas (KAMILOVA et al.,
2006; HAICHAR et al., 2008).

Em um estudo sobre a composicdo da comunidade bacteriana da
rizosfera encontrada em dois diferentes solos, onde foram cultivadas trés
cultivares de batata, foi determinado que de um total de 2.432 grupos
microbianos analisados, 40% mostraram variacdes na sua abunddncia
entre os solos, enquanto que as variagcdes promovidas por alteracdes no
gendtipo da planta foram quantificadas entre 4 e 9% dos grupos (WEINERT et
al., 2011). Estes resultados indicam a importdncia do solo na determinacdo
de comunidades rizosféricas, assim como também a presenca de alguns
microrganismos com afinidade especial por certos gendtipos de plantas.

Baseados nesta observacdo, podemos considerar a rizosfera como
um nicho importante a ser explorado em estudos sobre o efeito do cultivo
de plantas transgénicas sobre a comunidade microbiana do solo. Neste
sentido, diversos trabalhos compararam a estruturacdo de comunidades
microbianas do solo encontradas em cultivares transgénicos, em
relacdo as variedades e cultivares tradicionais (ANDREOTE et al., 2009,
2010; COTTA et al., 2014). Em linhas gerais, os efeitos enconfrados nestes
trabalhos foram pontuadis em solos especificos, ou em determinados
estddios de desenvolvimento vegetal, onde a fisiologia diferenciada da
planta fransgénica atuou como moduladora da composicdo distinta do
microbioma da rizosfera.

4.5. As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs)

Dentre os organismos selecionados na rizosfera, destacam-se as
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs). Estas bactérias
sdo definidas com alta afinidade de ocupacdo do ambiente rizosférico,
e capazes de desempenhar atividades relacionadas a promog¢do do
desenvolvimento das plantas. Os mecanismos descritos que caracterizam
esta habilidade podem ser divididos em dois grupos: mecanismos diretos
e indiretos da promocdo do desenvolvimento vegetal (CARDOSO et al.,
2011)
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4.5.1. Mecanismos diretos de promog¢ao do crescimento de plantas

Os mecanismos diretos sGio aqueles nos quais a interacdo € direta
entre as rizobactérias e as plantas ou promotores de doencas nas plantas,
sendo estes mecanismos descritos basicamente em dois processos.

O primeiro deles é a suplementacdo nutricional das plantas, feita
por microrganismos da rizosfera capazes de fixar nitrogénio, solubilizadores
de fosforo, ou qualquer outro processo capaz de suprir a planta com alguns
de seus nutrientes, previamente ndo disponiveis & mesma. O segundo
mecanismo deste grupo é desempenhado por grupos microbianos capazes
de inibir diretamente o desenvolvimento de pragas e patdégenos de
plantas. Esta atividade estd diretamente ligada d producdo de compostos
especificos, como por exemplo, antibacterianos e antifUngicos, que
impedem o ataque de patdgenos de plantas (VASCONCELLOS; CARDOSO,
2009). Um exemplo especifico pode ser dado com base no estudo que
descreve o grupo das Pseudomonadaceas fluorescentes como produtoras
do antibidtico chamado de 2,4-DAPG, o qual é extensivamente estudado
como um protetor contra as doencas de solo e que foi diretamente ligado
a supressdo de doencas (RAAIJMAKERS; WELLER, 1998; GARBEVA et al.,
2004)

4.5.2. Mecanismos indiretos de promog¢do do crescimento de plantas

Os mecanismos indiretos englobam aqueles em que o efeito
de promoc¢do do crescimento vegetal ocorre como consequéncia da
atividade de grupos microbianos especificos na rizosfera das plantas.
Diversos mecanismos sdo descritos dentro deste grupo, como por exemplo:
disponibilizacdo de nutrientes via degradacdo de compostos organicos,
ativacdo do sistema de defesa vegetal, producdo de agentes quelantes,
producdo de moléculas andlogas a fitormdnios, entre outros.

Denfro do primeiro grupo, os decompositores tém papel
importante, sendo por meio de sua atividade de mineralizacdo liberadas
grandes quantidades de nutrientes que, indiretamente, podem suprir o
desenvolvimento vegetal. Este processo tem grande importéncia em solos
de ambientes naturais, onde a ciclagem de nutrientes € a base da nutricdo
vegetal.

A atfivacdo do sistema de defesa da planta também é um processo
descrito como importante promotor do crescimento das plantas. Neste, as
rizobactérias atuam de forma a disparar na planta sistemas de defesa que
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lhe conferem uma maior resisténcia ao ataque de pragas ou patdégenos,
num processo conhecido como inducdo de resisténcia sistémica (IRS)
(CHAPARRO et al., 2012). De maneira geral, pode-se fazer um paralelo
deste processo com um processo de ‘vacinacdo’ da planta, desde que
se resguarde o fato de o processo ndo ser intermediado por um sistema
imunologico, inexistente nas plantas.

Também resulta na inibicdo da atividade de patdégenos na rizosfera
a alta exsudacdo de moléculas quelantes de ions por rizobactérias. Neste
ponto ganha destaque a producdo de sideréforos, que séo compostos que
indisponibilizam ions de ferro para a nutricdo de organismos oportunistas
na rizosfera, indiretamente protegendo a planta do atagque dos mesmos.

Por fim, a producdo de moléculas andlogas a fitormdnios, com
destaque para as similares ao dcido indol-acético, fazem com que
um rdpido e mais infenso crescimento vegetal dé origem a uma maior
resisténcia da planta a estresses bidticos como abidticos (CHAPARRO et
al., 2012).

4.6. Produtividade das plantas associadas aos microrganismos na
agricultura

A Utilizacdo de microrganismos benéficos na agricultura pode
maximizar a absorcdo de nutrientes, aumentando o crescimento vegetal,
conferindoresisténcia a estresse abidtico e suprimindo doencas em diversas
culturas (CUMMINGS, 2009; GUINAZU et al., 2009; De VLEESSCHAUWER;
HOFTE, 2009). Estes microrganismos sdo dindmicos e potencialmente
autossustentdveis, reduzindo a necessidade de aplicacdes repetidas
(LUCAS, 2011).

Uma das técnicas relacionadas a este tipo de utilizacdo é
caracterizada pela aplicacdo de rizobactérias promotoras de crescimento
(PGPR) (FLIESSBACH et al., 2009), sendo estas inoculacdes passiveis de
sucesso quando os microrganismos benéficos auxiliam na disponibilidade
de nutrientes para a planta e na ocupacdo de nichos, aumentado a
resisténcia do ambiente rizosférico contra a invasdo de microrganimos
patogénicos (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009). O uso de inoculantes
microbianos (PGPR) em culturas de tomate mostrou uma queda de 75%
no uso de fertilizantes e estas produziram rendimentos idénticos a plantas
ndo inoculadas que receberam tratamento completo (ADESEMOYE et
al., 2009). Outras frentes de trabalho que utilizam este conceito buscam
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alternativas para aumento da biodiversidade dos solos, o que resulta num
processo mais eficiente da planta na composicdo de sua rizosfera, o que
lhe permite explorar melhor o potencial deste microbioma. Este tipo de
aumento da biodiversidade do solo € promovido principalmente pela
adicdo de materiais contendo alta quantidade e biodiversidade de vida
microbiana como, por exemplo, pela adicGo de compostos orgdnicos a
este sistema.

O entendimento dessas interacdes deverd cada vez mais fornecer
subsidios para a producdo sustentdvel de alimentos, tendo como base os
mais diversos processos microbianos desenvolvidos na rizosfera e, ainda
negligenciados quanto ao seu uso consciente na producdo vegetal.

4.7. Estudo de Caso

Uma das principais caracteristicas do solo que produz um bom
funcionamento do sistema rizosférico estd ligado & diversidade bioldgica
que este hospeda. Frente a isso, como podemos auxiliar na solucdo de
um problema encontrado por um agricultor que verificou que todas as
plantas cultivadas em uma determinada drea tendem a atrair em suas
raizes organismos oportunistase Este fato é relatado pelo produtor como
alta ocorréncia de nematoides e alta incidéncia de doencas de raiz. O
que pode ser feito para que este produtor explore melhor a capacidade
da planta em recrutar organismos protetores na regido proxima a suas
raizese
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CarituLo 5

METABOLISMO MICROBIANO

Daniel Bini, Maryeimy Varon Lopez, Elke JBN Cardoso

5.1. Infrodugao

Para compreender a funcdo da grande diversidade e plasticidade
metabdlica dos microrganismos presentes no sistema solo-planta é
necessario compreender a maneira como eles satisfazem suas demandas
por C e nutrientes e os mecanismos que apresentam para adquirir, manter
e transferir a energia necessdria para os processos de quebra e sintese de
compostos organicos.

Basicamente, dois processos sustentam a vida no planeta:
a fotossintese e a decomposicdo, que sdo processos geradores e/
ou consumidores de energia celular assim como de construcdo e
desconstrucdo de estruturas orgdnicas. Esses dois processos, de grande
ocorréncia nos microrganismos, envolvem um grande nUmero de
reacdes bioguimicas complexas. A maioria dos processos bioquimicos
dos microrganismos procariotos (bactérias e arquéias) também ocorre
nos microrganismos eucariotos (fungos e profozodrios) e nas células dos
organismos pluricelulares ou multicelulares, incluindo os seres humanos.
No entanto, existem reacdes Unicas para os procariotos, que comumente
ndo sdo readlizadas por outros organismos (ex: digestdo completa da
celulose e do petrdleo, fixacdo bioldgica de N, desnitrificacdo, respiracdo
anaerdbica).

Neste capitulo serdo abordadas as principais reacdes quimicas
de producdo (reacdes catabdlicas) ou de uso de energia (reacdes
anabdlicas), realizadas pelos microrganismos do solo, assim como as
condicdes para que determinadas vias metabdlicas sejam ativadas.
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5.2. Conceitos Gerais de Metabolismo

O termo metabolismo refere-se d soma de todas as reacoes
quimicas que ocorrem dentro de um organismo vivo. O metabolismo pode
ser didaticamente dividido em duas classes de reacdes quimicas: aquelas
que liberam energia (reacdes catabdlicas) e aquelas que requerem
energia (reacdes anabdlicas) (Figura 5.1).

Reagoes catabdlicas ou degradativas: sdo reacdes quimicas
reguladas por enzimas que liberam energia, vinculadas com a quebra de
compostos orgdnicos complexos em compostos mais simples. As reacoes
catabdlicas em geral sdo reacdes hidroliticas (reacdes que usam dagua)
e sdo exergbnicas (produzem energia). Ex: quebra do acucar (glicose,
frutose, etc) em didxido de carbono e dgua.

Reagoes anabdlicas ou de biossintese: sdo reacdes reguladas
por enzimas que requerem energia. Estdo vinculadas a construcdo de
moléculas orgdnicas complexas a partir de moléculas mais simples. As
reacoes anabdlicas podem envolver reacdes de sintese por desidratacdo
(reacdes que liberam dgua) e sdo endergdnicas (consomem energial).
Ex.: sintese de proteinas a partir de aminodcidos ou a construcdo de
polissacarideos a partir de acucares simples.

Produtos
Residuais

Nutrientes

Energia

Energia
Motilidade
Transporte

Anabolismo

Biossintese
& Catabolismo
Macromoléculas/

Componentes celulares

Figura 5.1 - Esquema bdsico do metabolismo celular (anabolismo e catabolismo).
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As reacdes de anabolismo e catabolismo sdo acopladas, ou seja,
as reacoes catabdlicas fornecem os blocos construtivos para as reacoes
anabdlicas e a energia necessdria para dirigi-las. Esse acoplamento é
possivel pela molécula de trifosfato de adenosina (ATP), que funciona
como a unidade armazenadora/geradora de energia para as realizacdes
de frabalho bioldgico nas células. A molécula de ATP é formada por uma
base nitrogenada (adenina), um acucar (ribose) e uma cadeia de trés
grupos fosfatos.

A hidrdlise do ATP ocorre com a quebra da ligacdo entre os grupos
fosfatos, gerando energia livre, ADP e um ion fosfato (HPO,?). Para tanto,
as reacoes anabdlicas necessitam da quebra do ATP. J& as reacdes
catabdlicas sdo acopladas a sintese do ATP.

Estas reagcdes metabdlicas (anabolismo e catabolismo) envolvem
muitas proteinas, denominadas enzimas. As vias metabdlicas da célula
(sequéncias de reacdes quimicas) sdo determinadas por suas enzimas
que, por sua vez, sdo determinadas pela constituicdo genética da célula.
As enzimas sdo moléculas capazes de acelerar as reacdes quimicas,
sendo consideradas catalizadores de reacdes. Dentro da célula, cada
enzima atua em uma substéncia especifica, chamada de substrato da
enzima. O complexo enzima-substrato formado pela ligacdo tempordria
da enzima com os reagentes permite que haja colisdes entre dtomos, ions
ou moléculas, com diminuicdo da energia de ativacdo necessdria para
que haja uma reacdo.

Em geral, os nomes das enzimas terminam em “ase”. Por exemplo,
a classe chamada de oxidorredutase estd envolvida nas reacdes de
oxidacdo-reducdo. Especificadamente, as desidrogenases fazem parte
da classe das oxidorredutases, sendo enzimas que removem H* a partir
de um substrato; por outro lado, aquelas enzimas que adicionam oxigénio
(O,) sdo chamadas de oxidases.
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5.3. Diversidade Metabdlica Microbiana nos Solos

O solo € um compartimento em que ocorrem inUmeras reagcoes
metabdlicas complexas, sendo que os microrganismos sdo 0s principdais
desencadeadores destes fendbmenos. Neste caso, o conceito bdsico de
organismos heterotréficos e autotréficos € simplificado demais quando se
trata de microrganismos com toda sua grande plasticidade metabdlica.
Assim, os microrganismos podem ser classificados de acordo com sua fonte
de energia, sua fonte de C e demais nutrientes (Figura 5.2).

Fonte de energia: os microrganismos podem ser categorizados
como fototréficos ou quimiotréficos. Os fototrdficos usam a luz como
fonte primdria de energia. Os quimiotréficos dependem das reacdes de
oxidacdo-reducdo de compostos inorgénicos e/ou orgdnicos para gerar
energia (catabolismo).

Fonte de C e nutrientes: os microrganismos podem ser classificados
como: autotréficos ou litotréficos, os quais utilizam fontes de C inorgdnico
como o CO,, e os heterotréficos ou organotréficos, que requerem fonte
de carbono orgdnica, muitas vezes enconfradas na matéria orgdnica do
solo.

A grande maioria dos microrganismos encontrados no solo
€ heterotréfica e quimiotréfica. Neste caso, sdo denominados
quimiorganotréficos ou quimioheterotréficos, uma vez que utilizam fontes
orgdnicas como fontes de energia, C e nutrientes para manter seu
metabolismo e crescimento. Os fungos sGo os maiores exemplos desse
tipo de metabolismo, uma vez que tém grande papel no processo de
decomposicdo da matéria orgénica do solo. Neste grupo fisioldgico
podem-se destacar também os simbiontes, como os rizbbios, que
necessitam de compostos orgdnicos fornecidos pela planta para manter
seu metabolismo e fixar nitrogénio atmosférico.

No entanto, outros grupos microbianos existem no solo, como os
quimiolitotréficos (ex.: nitrificadores), os fotolitotréficos (cianobactérias e
bactérias verdes do enxofre) e os fotorganotréficos (bactérias pUrpuras do
enxofre) que sdo alternativas para producdo de energia e captacdo de
C e nutrientes no solo (CARDOSO et al., 1992).
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Microrganismos do Solo

A Fontes de Energia
<] I>/\ quimica
Fototroficos Quimiotroficos
Fotolitotroficos Fotoorganitroficos Quimiolitotroficos Quimiorganotroficos
ou ou ou ou
Fotoautotroficos  Fotoheterotroficos Quimioautotroficos Quimiohetertroficos

Figura 5.2 - Grupos metabdlicos microbianos encontrados nos solos (modificado
de Van Elsas et al., 2006).

5.3.1. O papel da aerobiose e anaerobiose no metabolismo microbiano

Os processos detalhados anteriormente sé sdo passiveis de ocorrer
em funcdo da presenca ou auséncia de oxigénio no ambiente. Da-se o
nome de microrganismos aerdbios dqueles com a capacidade de exercer
seu metabolismo em uma atmosfera contendo O,, que atua comoreceptor
ou aceptor final de elétrons na cadeia fransportadora de elétrons, ao final
da respiracdo celular, originando H,O.

Em contrapartida, sdo denominados microrganismos anaerobios
aqueles em que, geraimente, o O, & téxico ao seu metabolismo, sendo
muitos grupos especificos de condicdes andxicas. Neste caso, outros
elementos serdo utilizados como aceptor final de elétrons no lugar
do O, como compostos inorgdnicos oxidados (NO?, SO,2, CO,) na
respiracdo anaerdbia ou compostos orgdnicos (piruvato, acetaldeido,
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CH,) na fermentacdo. Bactérias como Clostridium pasteurianum sAo
obrigatoriamente anaerdbios (anaerdbios estritos), ou seja, nunca utilizam
O, como aceptor final de elétrons. No entanto, hd grupos denominados
anaerdbios facultativos, com a capacidade de crescer utilizando O,
ou outros compostos inorg@nicos oxidados (Pseudomonas aeruginosa
ou Thiobacillus denitrificans). Muitos microrganismos desnitrificantes
apresentam essa capacidade, sendo que, em condicdes de auséncia
de O, utilizam o NO* como aceptor final de elétrons, originando N,O
ou N, ao final do processo (ver capitulo 7). HG também microrganismos
denominados microaerdéfilos que tém a capacidade de crescer em
ambientes com baixa quantidade de O, atmosférico.

5.3.2. Influéncia do potencial redox no metabolismo microbiano

O potencial redox (Eh) € uma medida elétrica que apresenta a
tendéncia de um solo em doar ou receber elétrons. O Eh apresenta-se
como o indicador mais importante do estado de oxidacdo ou reducdo
dos solos, determinando a direcdo das suas reacoes. Através dos valores
do potencial redox é possivel saber se o solo estd favorecendo processos
aerdbios ou anaerdbios e se compostos quimicos como os dxidos de Fe
e Al ou o N estdo quimicamente reduzidos ou em suas formas oxidadas
(VEPRASKAS; FAULKNER, 2001).

O Ehdo ambiente é que determinard a utilizacdo de um determinado
aceptor de elétrons, decorrente da disponibilidade de alguns elementos
(O, NO3, SO,? CO,, compostos orgdnicos). Neste caso, determinard se
vai ocorrer respiracdo aerdbia ou anaerdbia. O Eh é medido em milivolts
(mV), sendo que valores positivos representam ambientes oxidados. Muitas
reacdesno solo acontecem em Eh maior que +300mV (Ex.: decomposicdo).
Ambientes oxidados apresentam alta capacidade em receber elétrons,
sendo o O, abundante e o metabolismo aerdbio favorecido. Um Eh com
valor proximo ao Oindica que 0 O, e NO3 sGo pouco presentes no ambiente,
sendo o ferro e manganés os componentes utilizdveis como aceptores de
elétrons (figura 5.3).

A diminuicdo do potencial redox altera os processos biogquimicos do
solo, fato este muito caracteristico em solos alagados (CAMARGO et al.,
1999), considerado um ambiente redutor. Microrganismos com respiracdo
anaerdbia facultativa sdo estimulados em um solo com potencial redox
entre +100 a +300 mV (reducdo do NO,) e de +100 a -100 mV (reducdo



Metabolismo microbiono 67

de Fe e Mn). J& microrganismos com respiracdo anaerdbia obrigatodrio sGo
favorecidos em solos com potencial redox -100 a -200 mV ou até valores
menores que -200 mV. Nestas condicdes hd reducdo de SO,? e producdo
de metano por bactérias metanogénicas. Sendo assim, quanto mais
proximo de valores negativos de Eh mais redutor € o solo, o que estimula o
metabolismo anaerdbio.

Respiracio {600 O, — O?
aerébica

Respiracio NO3' > NOZ_ -NO ->'N20 ->'N2

anaerobica
MnO, — Mn"?

F6203 —— Fe+2
Respiracao
anaerobica

Metanogénese

Figura 5.3 - Valores de potencial redox e suas relacdées com o metabolismo
predominante no solo.

M

SO,2 — S

CcO, — CH,

A diminuicdo do potencial redox pode diminuir a biomassa
microbiana de C, N e P do solo assim como sua atividade, uma vez que
hd diminuicdo na aquisicdo de energia em decorréncia do uso de outros
aceptores finais de elétrons menos eficientes que o O,. Esses fendbmenos
também diminuem a capacidade e a velocidade da mineralizagcdo de
fontes orgénicas de C, N e P do solo (MCLATCHEY; REDDY 1998). Além
disso, hd indicativos de selecdo de grupos especificos de microrganismos
para um determinado valor de Eh. Solos de clima fropical apresentam uma
microbiota com grande capacidade de suportar variacdes continuas no
potencial redox, ndo alterando drasticamente sua estrutura (De ANGELLIS
et al., 2010). No entanto, quando esses solos sdo condicionados por um
periodo de tempo longo a um mesmo potencial redox, sem flutuacoes,
hd grandes alteracdes na comunidade microbiana (De ANGELLIS et al.,,
2010), com grande prevaléncia de espécies de metanogénicas em solos
redutores.
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5.4. Principais Vias Metabdlicas dos Microrganismos

Os microrganismos utilizam vias metabdlicas para gerar energia
(ATP) e biomassa. Essas vias sdo especificas para cada grupo microbiano
e dependem da disponibilidade ou ndo de O, no meio.

A maioria dos microrganismos utiliza a oxidacdo de lipideos,
proteinas e, principalmente, carboidratos como fonte primdria de C e
energia celular. Em especial, a quebra das moléculas de carboidrato &
glicose para produzir energia é de grande importdncia para o metabolismo
celular. Para produzir energia a partir de glicose os microrganismos utilizam
vias metabdlicas como: respiracdo aerdbia, respiracdo anaerdbia e
fermentacdo.

A seguir sdo descritas, resumidamente, as vias mefabdlicas dos
microrganismos do solo, baseando-se na oxida¢cdo da glicose:

5.4.1. Processos Aerdbios
5.4.1.1. Respiragdo aerdbia

Arespiracdo aerdbia é a forma de metabolismo presente na maioria
dos microrganismos do solo, de grande importdncia para o processo de
decomposicdo da matéria orgdnica. Ocorre em solos com disponibilidade
de O, e Eh maior que +300 mV (ambiente oxidante). Microrganismos
quimiorganoftréficos sdo detentores deste metabolismo. Nessas condicoes,
substratos orgdnicos (carboidratos, proteinas e lipideos) sdo utilizados
como fonte de C e energia. Afravés da quebra de macromoléculas,
pela acdo de enzimas extracelulares liberadas pela microbiota do solo,
mondmeros de glicose, ou até mesmo dacidos graxos € aminodcidos sdo
assimilados pelos microrganismos, iniciando a via glicolitica. Compostos
como a glicose, que possui muitos dtomos de hidrogénio, sdo compostos
altamente reduzidos, contendo uma grande quantidade de energia
potencial. Portanto, a glicose, ao ser assimilada pelo microrganismo, entra
em uma cascata de reacoes que geram ATP e CO, (Figura 5.4).

Emcondicdesde aerobiose, aglicose entranaviaglicolitica (glicdlise)
a qual, através da sua oxidacdo inicial até piruvato, tem um ganho liquido
de 2 ATP e 2 NADH. O piruvato € uma molécula que apresenta grande
quantidade de energia presa em suas ligacdes. Essa molécula é utilizada
em outra etapa do ciclo metabdlico celular, o ciclo de Krebs. Neste ciclo,
o piruvato, ja convertido em acetilCoA sofre sucessivas oxidacdes através
de uma série de reacoes enzimdaticas. Neste processo hd formacdo de
CO,, H,0 e aGtomos de H* que s@o transferidos para moléculas carreadoras
(NAD e FAD) (Figura 5.4).
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A glicdlise e ciclo de Krelbs scio os processos relacionados com a total
oxidacdo da glicose. Essa oxidacdo gera H* para impulsionar a producdo
de energia na cadeia fransportadora de elétrons na membrana celular de
bactérias e arqueias e/ou nas mitocéndrias de organismos eucariotos. Na
cadeia fransportadora de elétrons o H* é transferido ao final do processo
para o O, (aceptor final de elétrons), o que leva a uma grande produc¢do
de ATP e gerac¢do de H,0. O saldo final da respiragcdo aerébia & de 36
ATP afravés da fosforilacdo em nivel do substrato (glicdlise) e fosforilagcdo
oxidava (cadeia transportadora de elétrons). Na Figura 5.4. hd uma
representacdo do metabolismo aerdbio.

CICLO
glicose —> 2 4cido pirvico =7> 2 acetil-CoA > DE
> N \ KREBS
. : ~ =)
GLICOLISE 2 ATPs 2 €0, \ .
1 2 ATPs 4CO,
2NADH ¢ 2ATPs 2 NADH 6 NADH, 2 FADH ¢ 2 ATP ‘\

0, H,0
CADEIA TRANSPORTADORA DE ELETRONS \—> 32 ATPs

\

Figura 5.4 - Vias aerdbias do metabolismo microbiano no solo.

5.5.2. Processos Anaerobios
5.5.2.1. Respiragdo anaerobia

A respiracdo anaerdbia utiliza muitos dos mecanismos descritos
para arespiragdo aerdbia. No entanto, ndo utiliza o O, como aceptor final
de elétrons. Aceptores alternativos inorgénicos como NO?3, SO,2 §, CO,,
entre outros, sdo utilizados neste processo, que ocorrem em solos com Eh
abaixo de +300 mV até valores negativos, condicdo em que o0 O, € pouco
disponivel.
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A respiracdo anaerdbia produz menos energia do que a respiracdo
aerdbia. Em processos na auséncia de O, o ciclo de Krebs & ativo
parcialimente e nem todos os transportadores de membrana da cadeia
transportadora de elétrons sdo ativos, fato que diminui a eficiéncia deste
processo em gerar ATP, sendo o rendimento final dependente do aceptor
utilizado. Portanto, os microrganismos anaerdbios tendem a crescer mais
lentamente que os aerdbios.

Neste contexto, bactérias como Pseudomonas e Bacillus podem
utilizar NO® como aceptor final de elétrons, processo denominado como
desnitrificacdo. Bactérias como Desulfovibrio e Desulfotomaculum utilizam
sulfatos (SO,?) como aceptor final de elétrons para formar sulfeto de
hidrogénio (H,S). Processos anaerdbios sdo importantes contribuintes para
o ciclo de nutrientes nos solos bem como permitem que estes organismos
colonizem dreas inabitdveis por outros organismos (extremaofilos).

5.5.2.2. Fermentacgao

Fermentacdo € um processo anaerdbio utilizado pelas bactérias e
por leveduras para obter energia. Neste processo ndo hd uso de O, ou
outro aceptor final de elétrons inorgénico, descritos na respiracdo aerdbia
e anaerdbia, respectivamente. A fermentacdo apresenta caracteristicas
especificas que a distingue da respiracdo anaerdbia. Primeiramente,
o doador e o aceptor final de elétrons na fermentacdo sdo compostos
orgdnicos. Secundariamente, a producdo de energia ocorre apenas a
partir da fosforilacdo ao nivel de substrato, na glicdlise. Neste caso, pode-
se dividir a fermentacdo em glicdlise e reducdo do dcido pirdvico (Figura
5.5.0).

A dlicdlise € o conjunto de reacdes iniciais da degradacdo da
glicose, semelhante em todos os tipos de fermentacdo e na respiracdo,
com formagado liquida de duas moléculas de ATP e 2 moléculas de NADH,
e formacdo de duas moléculas de dcido pirdvico. A segunda parte da
fermentacdo consiste nareducdo do dcido pirdvico resultante da glicdlise.
Cada molécula de dcido pirdvico € reduzida pelo hidrogénio que é
libertado pelo NADH, produzido na glicdlise, originando, conforme o fipo
de microrganismo fermentativo, dcido ldctico, dcido acético ou dlcool
etilico e didxido de carbono.
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Na fermentacdo alcodlica as duas moléculas de dacido pirdvico
originadas na glicose sdo convertidas em duas moléculas de acetaldeido
e duas de CO,. As duas moléculas de acetaldeido sdo os aceptores finais
de elétrons nesse processo, uma vez que sdo reduzidas por duas moléculas
de NADH,, originadas na glicdlise, para formar duas moléculas de etanol
(Figura 5.5b). Esse processo € realizado por diversas bactérias e leveduras,
como as do género Saccharomyces, que sdo amplamente usadas como
tecnologia para producdo de combustiveis e indUstria de bebidas.

Como complemento, € conhecida como fermentacdo acética a
oxidacdo parcial do etanol por outras bactérias (bactérias acéticas). As
bactérias acéticas sdo microrganismos de grande interesse econdmico
devido sua funcdo na producdo do vinagre e pelas alteracdes que
provocam nos alimentos e bebidas. As principais bactérias acéticas
sdo representadas pelos géneros Acetobacter e Gluconobacter. Na
fermentacdo lactica a formacdo de dcido ldctico € decorrente da
reducdo do piruvato pelas moléculas de NADH,, ou seja, o piruvato € o
aceptor final de elétrons nesse processo.

Para tanto, o produto final da fermentacdo € um composto ainda
reduzido (dcido ldctico, dlcool, dcido propidnico, dcido acético, etc),
com grande quantidade de energia nas suas ligacdes. Muitos destes
compostos podem ser Uteis como substratos em processos de fermentacdo
conhecidos como acidogénese. A partir dos produtos da acidogénese,
como CO, e H,, pode haver a acetogénese com formacdo de acetato.
Este composto € uma das principais fontes de C e energia para os processos
de metanogénese (Figura 5.5).

A metanogénese € considerada a etapa final no processo global
de degradacdo anaerdbica de compostos orgdnicos em CH, e CO,,
efetuada pelas arquéias metanogénicas, sendo de grande importéncia
no processo de producdo de biogds e degradacdo de matéria
orgdnica em solos alagados, como nos manguezais. Os microrganismaos
metanogénicos utilizam somente um limitado nUmero de substratos,
compreendendo dcido acético, hidrogénio, didxido de carbono, dcido
formico, metanol, metilaminas e mondxido de carbono. Em funcdo de sua
afinidade por substrato e devido d magnitude de producdo de metano, as
metanogénicas sao divididas em dois grupos principais: As metanogénicas
acetocldsticas (formam CH, a partir do dcido acético ou etanol) e as
metanogénicas hidrogenotréficas (produzem CH, a partir de hidrogénio e
diéxido de carbono) (Figura 5.5¢).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Anaer%C3%B3bica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metano
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Figura 5.5 - Representacdo dos processos de glicdlise e reducdo do dcido
pirbvico na fermentacdo (a), fermentacdo alcodlica (b), e etapas
fermentativa de materiais orgdnicos (c).



Metabolismo microbiano 73

Solos alagados sdo os principais promotores desse processo, onde
o0 potencial redox pode se enconftrar entre -150 e -200 mV (WANG et al.,
1993). Com isso hd condicdes necessdrias para a atividade das arquéias
metanogénicas. Essas sdo estritamente anaerdbias, condicdo que é
atingida apds a reducdo da maioria dos ions inorg&nicos, quando as
bactérias passam a utilizar o C como aceptor de elétrons, o que resulta
na producdo de CH, ou CO, (PETERS; CONRAD, 1996; van BODEGOM;
STAMS, 1999). Em solos cultivados com arroz inundado, as condigoes
de anaerobiose condicionam a producdo de CH, como produtfo
final da decomposicGo de compostos org@nicos por microrganismos
metanogénicos.

Em contrapartida, existem microrganismos metanotroficos (oxidantes
de metano) que utilizam o CH, como fonte Unica de C e energia. Esses
microrganismos sdo considerados aerdbios, embora haja relatos de grupos
que oxidam anaerobicamente o metano em dgua marinha andxica
e em sedimentos de lagos alcalinos e de dgua doce (HANSON, 1996).
Estima-se que esse grupo de microrganismos seja capaz de diminuir em
90% a emissdo de metano para a atmosfera, considerando que esse gds
apresenta potencial causador do efeito estufa (RASTOGI et al., 2009). Os
grupos envolvidos neste processo pertencem principalmente as bactérias
das familias Methylococaceae e Methylocystaceae, caracterizadas pela
presenca da enzima denominada metano mono-oxigenase (HANSON,
1996).

5.5.3. Fotossintese

Os microrganismos, mais especificamente bactérias e
cianobactérias, podem realizar fotossintese oxigénica ou anoxigénica, a
fim de produzir ATP através da fotofosforilacdo. Neste processo, moléculas
orgdnicas sdo sintetizadas (anabolismo) a partir de reacdes envolvendo
aluz, CO,, dgua (ou H.S) e compostos de baixa energia.

A fotossintese oxigénica realizada por microrganismos € semelhante
aquela realizada em plantas, processo pelo qual ha sintese de compostos
orgdnicos a partir da presenca de luz, dgua e gds carbdnico, conforme

reacdo abaixo.

6CO,+12H,0 — C,H O

6 1276

+60,+6H,0


http://www.infoescola.com/agua/
http://www.infoescola.com/quimica/dioxido-de-carbono/
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No entanto, apesar de serem fotossintetizadoras, as bactérias ndo
possuem o cloroplasto e clorofila, mas sim outra substdncia parecida,
denominada bacterioclorofila. A fotossintese anoxigénica € um processo
de sintese de matéria orgénica em presenca da luz, utilizando o gds
carbénico do ar atmosférico e gds sulfidrico (H,S), como substéncia
doadora de hidrogénio. Nesse processo ndo € a dgua quem fornece

hidrogénio, conforme a rea¢cdo abaixo:
6CO,+12HS — CH,,O,+6 H,O+128

Os organismos que realizam este processo sdo as sulfobactérias
(bactérias purpuras e verdes do enxofre) que utilizam H,S ou S° ou ndo
sulfurosas (bactérias verdes e purpuras ndo sulfurosas) que utilizam H, ou
compostos orgdnicos como fonte de elétrons. Estas bactérias vivem em
ambientes anaerdbicos e possuem um tipo especial de clorofila, que é
a bacterioclorofila. Maiores informacdes sdo apresentadas no capitulo 11
(ciclo do enxofre).

5.6. Metabolismo Microbiano do Solo e os Niveis Troficos

Para entender a funcionalidade dos microrganismos do solo e toda
sua diversidade metabdlica deve-se considerar primeiramente que o solo
€ um ambiente altfamente heterogéneo, constituido de diferentes fracoes
(areiq, silte, argila e matéria orgdnica) que promovem variados hdbitats
para os organismos (GARBEVA et al., 2004), tendo na sua preservacdo uma
das principais bases da sustentabilidade ambiental. Para tanto, hd vdrios
microssitios no solo que podem apresentar potencial redox, pH, umidade e
outros fatores diferenciados, fato este que condiciona grupos microbianos
especificos para cada condicdo. Neste caso, uma grande diversidade
metabdlica pode ser encontrada no solo, principalmente em solos bem
estruturados e de baixa influéncia antrépica.

Neste caso, existe um fluxo de energia e niveis troficos entre grupos
microbianos do solo, uma vez que compostos orgdnicos podem ser oxidados
por via aerdbia e concomitantemente produtos desse metabolismo servirem
de fonte de C e energia para microrganismos anaerdbios ou fermentadores
nos mais variados microssitios do solo. Quanto maior o nivel fréfico de um
grupo microbiano menor serd a energia disponivel presente nesse grupo.
Isso j& foi evidenciado anteriormente na descricdo dos processos de
fermentacdo do etanol, dcido acético e metanogénese, os quais sdo
acoplados e nos quais a energia disponivel vai se dissipando.
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Um exemplo cldssico desse sinergismo entre grupos microbianos e vias
metabdlicas pode ser observado na coluna de Winogradsky. A coluna de
Winogradsky consiste de uma coluna de vidro na qual € depositada no fundo
uma camada de lama ou sedimento que € enriquecido com substratos de
carbono orgdnico, sulfetos e sulfatos (CaCO, e CaSO,). Apdsisso a coluna é
completada com dgua e acondicionada em um ambiente luminoso. Apds
alguns dias de incubacdo evidencia-se a presenca de grupos microbianos
separados em faixas de aerobiose, anaerobiose, potencial redox e fonte
de C. Inicialmente, o carbono orgénico adicionado promove rdpido
crescimento microbiano, eliminando o O, da zona mais profunda da coluna
d'agua e formando um gradiente de aeracdo, no qual somente o topo
da coluna permanece aerdbio. Dessa maneira, somente os microrganismos
que podem crescer em condicdes anaerdbias passam a se desenvolver nas
zonas mais profundas da coluna (bactérias fermentadoras, com respiracdo
anaerdbia e fotossintetizantes). Inicialmente, algumas espécies de bactérias
celuloliticas degradam a celulose em glicose e depois a fermentam para
obtencdo de energia, produzindo etanol, dcido acético, entre outros.
Bactériasredutoras de enxofre (Desulfovibrio) podem utilizar esses produtos da
fermentacdo e o sulfato (ou outra forma parcialmente oxidada do enxofre)
como aceptor de elétrons, produzindo grande quantidade de H,S por esse
processo. O H.S pode se difundir para cima da coluna e pode ser ufilizado por
outros microrganismos. A difusdo do H,S do sedimento para a dgua permite
o crescimento de bactérias fotossintetizantes (anoxigénicas). Essas bactérias
(bactérias sulfurosas verdes e purpuras) obtém energia da luz e produzem
seus materiais celulares a partir do CO,, liberando $°. O enxofre produzido por
essas bactérias retorna ao sedimento e é reciclado pelas bactérias como os
Desulfovibrios (parte do ciclo do enxofre em dguas naturais). A maior parte
da coluna d'dgua acima das bactérias fotossintetizantes pode apresentar
um grande numero de bactérias purpuras ndo-sulfurosas. Essas bactérias
crescem em condicdes anaerdbias, utilizando a energia da luz e dcidos
orgdnicos (fotorganotréficas). Os dcidos sdo produtos da fermentacdo de
outras espécies anaerdbias. Enfretanto, ndo toleram altas concentracoes
de H,S, ocorrendo, entdo, faixas de bactérias sulfurosas verdes e purpuras
em camadas. Acima dessa zona hd condicdes de aerobiose e, neste
caso, pode haver um grande numero de cianobactérias fotossintetizantes
(oxigénicos) e bactérias aerdbias quimiorganotréficas (figura 5.6).
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Figura 5.6 - Esquema representativo da Coluna de Winogradsky.
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Nesta coluna é possivel perceber, de maneira empirica, que cada
grupo microbiano em uma faixa ou zona sustenta o desenvolvimento de
outros grupos em outras zonas. Esse sinergismo e dindmica dos niveis froficos
microbianos ao longo da coluna podem ser extrapolados para o solo,
uma vez que inUmeros substratos constituem a matéria orgdnica do solo
em condicoes de aerobiose e anaerobiose, e que hd uma relacdo direta
ou indireta entre a ciclagem de nutrientes e biogeogquimicos envolvendo
a microbiota do solo. Muitos destes processos Nndo ocorreriam sem uma
microbiota especializada, como as da desnitrificacdo, nitrificacdo,
metanogénese, etc.

5.7. A Moldagem do Metabolismo Microbiano pela Atividade Agricola nos
Solos

Exemplos mais prdticos de selecdo de fracdes desta microbiota
adaptadas a diferentes condicdes ambientais podem ser observados na
agricultura em geral. O metabolismo microbiano do solo € amplamente
alterado em funcdo das condicoes impostas por sistemas de manejo
(conservacionista ou convencional) (NOGUEIRA et al., 2014; BINI et al.,
2014; SANTOS et al., 2015,), uso de residuos na agriculfura (chorume, lodo
de esgoto, vinhaca, agroquimicos) (CARDOSO et al., 2011, 2013; SANTOS
et al., 2013; NAKATANI et al., 2011; MARTINEZ et al 2010) e mudancas no
uso da terra (BINI et al., 2013c; FAGOTTI et al., 2012). Especificamente,
esses procedimentos adotados modificam alguns parémetros do solo,
como potencial redox, temperatura, tipo de substrato orgdnico (matéria
orgdnica), pHe umidade. Esses par@metros estdo estritamente relacionados
com o metabolismo microbiano do solo como visto anteriormente, pois
podem alterar muitos processos microbianos.

Formas de manejo pouco conservacionistas, sem manutencdo da
palhada, com revolvimento do solo e com intenso uso de maquinarias
aceleram a oxidacdo da matéria orgénica do solo, decorrente do maior
acesso dos microrganismos heterotréficos a essas fontes orgénicas que,
inicialmente, estavam protegidas em agregados no solo, mas que passam a
ser desprotegidas por causa da desestruturacdo fisica do solo (agregados).
Esse processo acarreta em grande perda de matéria orgénica do solo em
longo prazo. Neste aspecto, asalde do solo € comprometida, uma vez que
condicoes bdsicas para manutencdo sustentdvel de processos bioldgicos
s@o alteradas (aeracdo, umidade, temperatura, fonte de C), muitas vezes
com perda de diversidade bioldgica e metabdlica (CARDOSO et al.,
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2013). Aléem disso, a exposicdo direta a luz solar resulta na morte de muitos
organismos vivos que antes estavam encobertos pelo solo.

Para tanto, processos conservacionistas (plantfio direto, cultivo
minimo e rotacdo de culturas) séo requeridos para promover menor perda
de matéria orgdnica na agricultura, com menores prejuizos na perda de C
e nutrientes, devido ao estimulo exacerbado da microbiota do solo. Neste
sistema pode haver uma decomposicdo gradual da matéria orgénica,
o que pode constituir um equilibrio no balanco entre a enfrada e a
saida de matéria orgdnica do solo (fontes de C orgénico) e sincronizar a
mineralizacdo de nutrientes e a absorcdo desses nutrientes pelas plantas.

O conhecimento dos processos metabdlicos microbianos e dos
fatores que modificam seu estado no solo pode ser Util como ferramenta
e informacdo para gerar novas estratégias de manejo visando &
sustentabilidade ambiental.

5.8. Estudo de Caso

O metabolismo microbiano é o centro-motor do sistema solo, sendo
esteresponsdvel pelosmais diversos processos biogeoquimicos que ocorrem
neste ambiente. Tendo como base esta afimacdo, como podemos
auxiliar um agricultor que ird aplicar um agroguimico degraddvel no solo
apenas sob condicdes de alto potencial redox. Considerando que o solo
onde este serd aplicado tem textura argilosa, e com alta quantidade de
matéria orgdnica, quais as precaucdes que este agricultor pode adotar de
maneira a manter constante a decomposicdo deste composto aplicado
Qo solo?
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CavituLo 6

TRANSFORMACOES DO CARBONO NO SOLO

Carolina Braga Brandani, Danielle Gongalves dos Santos

6.1. Introdugao

A vida como nds a conhecemos estd baseada numa estrutura de
carbono, o elemento essencial e em maior abunddncia em toda estrutura
celular. Por esse motivo este € o elemento de maior demanda para a
formacdo de novas célula e consequentemente mais abundantemente
necessario para a nutricdo de plantas, animais € microrganismos dos solos.

Na biosfera, os grandes reservatérios de carbono estdo sob a forma
de combustiveis fésseis, ou na forma de carbonatos dissolvidos nas aguas
ocednicas. No entanto, a fracdo do carbono do solo suscetivel a ser utilizada
no processo nutricional dos organismos que ocupam este nicho ocorre
principalmente sob a forma de carbono orgdnico. Os teores de C em formas
orgdnicas (C orgdnico) no solo estdo diretamente relacionados & biosfera,
sendo originados primariamente por meio do processo da fotossintese (6CO,
+6H,0 + energia — CH O, + 60,) (CAMPBELL, 2000), sGo assimilados e
posteriormente incorporados & matéria orgénica do solo (MOS) (Figura 6.1).
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Figura 6.1 - Esquema representativo do ciclo do carbono (adaptado de MADIGAN
et al, 2012).
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O termo MOS se refere a todos os compostos que contém carbono
orgdnico (CO), incluindo microrganismos vivos e mortos, residuos de plantas
e animais parcialmente decompostos, produtos de sua decomposicdo
e substancias orgdnicas microbioldgica e/ou quimicamente alteradas
(CARDOSO et al., 1992). Esse conceito € muito abrangente, determinando
uma composicdo extremamente complexa, em funcdo da mistura de
diferentes compostos e d grande variedade de processos naturais de
degradacdo e sintese que ocorrem na sua formacdo (SILVA et al., 2010;
SANTOS et al., 2008).

O carbono constitui aproximadamente 58% da composicdo da MOS
(SILVA; MENDONCA, 2007). Apesar de representar pequena parte (0,5a 5 %)
quando comparada d fragdo mineral, a MOS é de suma importdncia para
os sistemas agricolas e florestais devido aos diversos beneficios produzidos
nas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo. Como propriedade
bioldgica, a maioria dos organismos do solo, 0s quais constituem quase a
totalidade da fracdo viva da MO, utiliza os compostos orgdnicos da MOS
como fonte de energia e nutrientes para a realizacdo dos processos de
fransformacdo do C, incluindo a mineralizacdo, imobilizacdo e a formacdo
de substéncias humicas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Neste contexto, os compartimentos da MOS, incluindo teores de
C, indices de biomassa microbiana e atividade enzimdtica no solo tém
sido utilizados como indicadores da qualidade do solo. Esse termo é
conceituado como a capacidade do solo em manter a produtividade
bioldgica, a qualidade ambiental e a vida vegetal e animal sauddvel no
sistema terrestre (DORAN; PARKIN, 1994; MIELNICZUK, 1999). Dessa forma,
tais atributos do solo sdo utilizados por serem sensiveis ao tipo de manejo e
as alteracdes causadas no solo, além de serem faciimente determindveis.
A partir desses & possivel inferir sobre a condicdo de determinado sistema e
tomar decisdes visando a minimizacdo dos impactos negativos causados
no solo.

6.2. As Transformagoes do Ciclo do C no Solo

As transformacdes do C no solo compreendem, essencialmente,
duas etapas: a fixagdo do C-CO, e aregeneracdo, os quais sdo regulados
por processos de oxidacdo do C, que regulam os fluxos de CO, para
compostos orgdnicos e destes para CO, e CH,, determinando entradas
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e saidas de C (Tabela 6.1), correspondendo, respectivamente, a fonte e
dreno de C no sistema solo-atmosfera (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SILVA;
MENDONCA, 2007).

A fixacdo do C-CO, atmosférico & efetuada pelos organismos
fotossintéticos - plantas, algas, e bactérias autotréficas. Esta etapa finaliza-
se na sintese de compostos hidrocarbonados de complexidade varidavel:
carboidratos, hemiceluloses, celuloses, ligninas, proteinas, dleos, dcidos
nucleicos e outros polimeros. Estes compostos retornam ao solo como forma
de residuos vegetais, sendo utilizados pelos organismos que regeneram o
C-CO, durante as reacdes de oxidacdo respiratdria, utilizando a energia
que lhes é indispensdvel para manutencdo e crescimento (MOREIRA;
SIQUEIRA, 20046).

Aregeneracdo corresponde s diferentes etapas de decomposicdo
das substancias carbonadas por meio da atuacdo dos microrganismos do
solo. Esta etapainicia-se pelaentrada de C no solo, aqual estarelacionada,
principalmente, com o aporte de residuos da biomassa aérea e radicular
das plantas, liberacdo de exsudatos radiculares, lavagem de constituintes
solUveis da planta pela dgua da chuva e transformacdo desses materiais
carbonados pelos macro e microrganismos do solo (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

Tabela 6.1 - Principais processos e mecanismos de transformacdes bioquimicas que
regulam a ciclagem do C no sistema solo-planta-atmosfera (adaptado

de MOREIRA:; SIQUEIRA, 2006)

Processo Mecanismo Importancia
Fotossintese Incorporagdo de C e energia Atividade microbiana no solo
Decomposicdo Lise macromolecular Formacgao de humus no solo

Liberagdo de CO, e Fertilidade do solo e concentracao
Mineralizagao

nutrientes minerais de CO, atmosférico
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6.2.1. Decomposi¢cao da MOS

No processo de decomposicGo o0s microrganismos afuam
como transformadores, enquanto ©0s macrorganismos, representados
especialmente porinvertebrados macroscopicos ou microscopicos, atuam
como reguladores do processo. Dessa forma, micro e macrorganismos
atuaminterativamente constituindo a cadeiatréfica, em que osreguladores
tém a funcdo de ftrituradores dos materiais orgdnicos, atuando como
predadores e parasitas, enquanto fungos e bactérias sdo essencialmente
decompositores primdrios (SANTOS et al., 2008).

A decomposicdo é conceituada como a quebra do material
orgdnico particulado, geralmente na forma de polimeros (compostos
quimicos de estrutura molecular complexa), em compostos solUveis que
sdo absorvidos pelas células microbianas. Apds trituracdo dos residuos
pelos macrorganismos, 0s microrganismos entram em contato com o
material orgdnico restante. A decomposicdo do material orgdnico ocorre
em funcdo do grau de degradabilidade do residuo que é relacionado
d sua quantidade relativa e constituicdo quimica, o que infere sobre a
recalcitréncia do composto (SANTOS et al., 2008).

A fracdo composta por substratos prontamente decomponiveis
(ou C labil) tende a se transformar rapidamente em CO, e biomassa
microbiana e, em seguida, sdo transformados os componentes quimicos
mais resistentes e a propria fracdo da nova biomassa morta. O processo
perdura por meses ou anos até a completa degradacdo e mineralizagcdo
dos constituintes orgdnicos. No entanto, a decomposicdo de residuos
com constituicdo mais complexa pode distinguir estddios com diferentes
caracteristicas quanto a dindmica do processo, na qual distinguem-se:
fracdes que se decompdem rapidamente (<1 ano), fracdes com taxa
de decomposicdo intermedidria (<10 anos) e aquelas recalcitrantes, que
praticamente ndo se decompdem, exigindo mais de 100 anos para se
decompor (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

6.2.2. Mineralizagao da MOS

A acdo de enzimas extracelulares sobre macromoléculas resulta na
liberacdo de substéncias de baixo peso molecular (mondmeros) durante
0s processos de degradacdo, as quais sdo absorvidas e metabolizadas
por células microbianas, transformando-as em formas inorgdnicas. Este
processo procede a decomposicdo, constituindo-se essencialmente na
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mineralizacdo da MO, a qual ocorre simultaneamente com a imobilizacdo
de nutrientes minerais, atendendo & demanda nutricional da microbiota
(Figura 6.2) (CARDOSO et al., 1992; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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Figura 6.2 - Processos da mineralizacdo e reducdo do carbono. Linhas continuas
indicam oxidacoes, e linhas fracejadas indicam reducodes (adaptado

de MADIGAN et al., 2012).

6.2.3. Producgao e oxidagdo do metano

Um aspecto de grande importdncia no ciclo do C € a producdo
(metanogénese) e a oxidacdo do CH, (metanotrofia) no solo (Figura
6.2.). O gds metano € um dos principais gases que contfribuem para o
efeito estufa, tendo um potencial de armazenamento de calor (efeito
estufa) trinta vezes maior do que uma molécula de didéxido de carbono
(MCCAUGHEY, 1997).



86 Microbiologia do Solo

O processo de metanogénese € baseado na respiragcdo anaerdbia,
que ocorre em condicdes muito redutoras (-200 mV), a qual resulta na
producdo de CH,, que também pode ser produzido em solos aerdbios,
através de microssitios anaerdbios. Nestas condicdes, os microrganismos
fermentadores produzem dcidos graxos, compostos aminados e aromdaticos
que sdo utilizados por redutores de H que usam estes compostos como
aceptores de eléfrons formando H, e CO, os quais sGo utilizados pelas
arquéias metanogénicas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As arqueias metanogénicas sdo encontradas no filo Euryarcheota
e podem ser divididas em dois grupos principais: i) hidrogenotrdficas
grupo mais comum entre as metanogénicas, constituidas de organismos
quimiolitotréficos que utilizam o H, e o CO, para a produ¢cdo do metano;
i) acetocldsticas, que utilizam o acetato resultante da degradacdo da
matéria orgdnica para a producdo de metano, sendo responsdveis por
cerca de dois tercos da biogénese do metano produzido anualmente na
Terra (ARONSON; ALLISON; HELLIKER, 2013; CONRAD, 1999; MADIGAN et al.,
2012).

Para a deteccdo, quantificacdo e classificacdo destes
microrganismos em diferentes ambientes, a utilizacdo de métodos
independentes de cultivo sdo muito utilizados, a regido codificadora da
isoenzima de metil-coenzima M redutase (MRT) é expressa em todos os
organismos metanogénicos através do gene funcional mcrA a (LUTON et
al., 2002).

No entanto, solos agricolas aerados podem atuar como dreno de
CH,da atmosfera, a partir da utilizagdo do CH, por bactérias metanotréficas
(Figura 6.2.). As bactérias metanotréficas constituem um grupo Unico de
microrganismos, fisiologicamente distinto por sua habilidade em utilizar o
CH, como Unica fonte de C e energia com a capacidade de oxidd-lo
biologicamente, proporcionando uma grande economia de energia em
comparacdo com a assimilacdo de carbono por organismos autotréficos.
Estas representam um importante papel no fluxo liguido de metano no
sistema solo-atmosfera, formando uma barreira bioldégica no solo (TESSARO,
2012; COSTELLO; LIDSTROM, 1999; MADIGAN et al., 2012).

O metano é oxidado primordialmente em condicdes aerdbicas,
porém em ambientes sem oxigénio, a oxidacdo do metano pode ser
readlizada através de um consércio entre as arquéias metanogénicas
e as bactérias redutoras de sulfato (ARONSON; ALLISON; HELLIKER, 2013;
MADIGAN et al., 2012).
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As bactérias metanotréficas sdo classificadas flogeneticamente em
oito géneros que se enquadram em duas classes, Alphaproteobacteria
(possuindo o tipo Il de metanotrofia) e Gammaproteobacteria (possuindo
o fipo | de metanoftrofia). Os tipos | e Il de metanotrofia sdo funcionalmente
distintos, sendo ativos com diferentes concentracdes 6timas de oxigénio,
metano e nitrogénio (HANSON; HANSON, 1996; MADIGAN et al., 2012).

De maneira geral, os organismos metanofréficos utilizam como
primeiro passo para a oxidacdo do metano a incorporacdo de dtomos
de oxigénio em compostos de carbono, o que é realizado por meio da
atividade da enzima metano monooxigenase (MMQO). Assim, os métodos
independentes de cultivo podem nos proporcionar a melhor avaliacdo da
diversidade utilizando como marcador o gene que codifica a subunidade
alfa desta enzima, o gene pmoA (COSTELLO; LIDSTRON, 1999).

6.3. Natureza e Biodegradagcdo de Constituintes Organicos do Solo

Uma vez que a MOS se constitui na fonte energética dos organismos,
além da quantidade, comumente alterada pelas prdticas de manejo,
a qualidade do material orgdnico adicionado tem forte influéncia no
tamanho das populacdes e na atividade dos organismos do solo, de modo
a influenciar diferentemente a ciclagem dos nutrientes neste ambiente.
Dessa forma, a decomposicdo dos residuos orgénicos varia em funcdo
do potencial de assimilacdo dos microrganismos e de sua persisténcia no
solo (recalcitréncia do residuo orgénico), os quais sdo inerentes a estrutura
quimica das moléculas, & bioquimica no que dizrespeito ds enzimas e rotas
de degradacdo e a capacidade degradadora da microbiota (CARDOSO
et al., 1992; MOREIRA; SIQUEIRA 2006; SANTOS et al, 2008).

Alguns fatores relacionados d composicdo quimica dos compostos
orgdnicos adicionados ao solo favorecem o processo de decomposicdo,
como o baixo teor de lignina ou de compostos fendlicos, alto teor de
materiais solUveis e de nitrogénio e particulas de tamanho reduzido com
baixa relacdo C/N. Os principais compostos quimicos tidos como substratos
para a microbiota sGdo a celulose, hemicelulose e lignina, apresentados
brevemente abaixo.

Celulose € o polissacarideo de maior ocorréncia natural,
representando a maior parte do CO, fixado pelas plantas. Formada por
cadeias de unidades de glicose, ligando-se ao C4 da unidade seguinte por
uma ligacdo de glicosideo ou ligacdo B-1,4. Sua decomposicdo no solo
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ocorre por acdo de enzimas (celulases) produzidas por uma vasta e diversa
populacdo fungica (destaque para os géneros Trichoderma, Chaetomium,
Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Phoma) e diversas bactérias aerdbicas e
anaerdbicas (DENG; TABATABAI, 1994; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Hemicelulose € um polissacarideo constituido por arranjos de
pentoses (como xilose e arabinose), hexoses (como a manose, glicose e
galactose) e, algumas vezes, por dcidos urbnicos (como o glucurdnico
e galacturénico). Exemplos de hemicelulose sGo as xilanas, mananas e
galactanas. Muitas enzimas estdo envolvidas na sua degradacdo, as quais
sdo produzidas por fungos e bactérias, sendo as actinobactérias um grupo
de destaque neste processo no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Lignina & um polimero natural, derivado de grupos fenilpropandides
denominados Cé C3 ou, simplesmente, unidades C9, repetidas de forma
iregular, que, tém sua origem na polimerizacdo desidrogenativa do dlcool
coniferilico. As ligninas sdo formadas a partir de trés precursores bdsicos,
que sdo os dlcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (BUDZIAK et al.,
2004). Apresenta elevada recalcitrdncia em funcdo do seu alto peso
molecular e a estrutura tfridimensional que confere alta estabilidade
quimica. Ganha ainda importdncia neste ponto a ocorréncia de anéis
aromaticos compondo sua estrutura. Sua decomposicdo é realizada por
lacases e peroxidases. A lignina em materiais ligno-celuldsicos protege a
celulose e a hemicelulose das enzimas que digerem os polissacarideos,
cujos mondmeros enfram na célula microbiana e sofrem degradacdo;
por isso o teor deste componente se relaciona inversamente a taxa de
decomposicdo dos materiais vegetais. A degradacdo da lignina no solo
se dd principalmente por grupos especializados de fungos pertencentes
a ordem Agaricales (Basidiomicetos) e por alguns Ascomicetos, dentre
0s quais 0os mais eficientes e mais estudados sGo Pleurotus ostreatus,
Phanerochaete versicolor e o Phanerochaete chrysospirum (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Esses componentes sofrem alteracdes diferenciadas no solo,
por exemplo, celulose e hemicelulose sdo degradados rapidamente,
diminuindo-se suasporcentagensemrelacdoadaserapilneiraoriginalmente
depositada, enquanto a lignina aumenta devido a sua recalcitrdncia e
as proteinas se acumulam devido d formacdo de biomassa microbiana
que é rica nestes constituintes (CARDOSO et al., 1992; MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).
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6.4. Relagoes do C: Imobilizagao e Mineralizagao

A confribuicdo da microbiota do solo na ciclagem de nutrientes,
imobilizados em sua biomassa, pode ser predita por meio de suas
proporcoes em relacdo as formas totais desses nutrientes. Assim como a
relacdo C/N, as relacdes C/P, C/S e P/S da biomassa microbiana podem
ser utilizadas para indicar como estas influenciaom a disponibilidade desses
nutrientes no solo. As relacdes mais estreitas podem resultar em maior
mineralizacdo desses nutrientes, enquanto relacdes mais largas podem
levar a imobilizagcdo dos mesmos (Tabela 6.2) (PAUL; CLARK, 2007).

De modo geral, haverd mineralizacdo liquida desses nutrientes
quando as relacdes C/N, C/P e C/S forem, respectivamente, menores que
30, 200 e 300 (Tabela 6.2). Isso indica que o requerimento relativo de N
pelos microrganismos € maior que o de P, que por sua vez, € maior que o
de S, bastando apenas que o residuo orgénico adicionado ao solo tenha
uma relacdo C/N superior a 30 para que o processo de imobilizacdo de N
predomine em relacdo d mineralizagcdo deste nutriente. Considerando as
formas de N, P e S, conclui-se que, durante o processo de mineralizacdo
de MOS, a taxa de liberacdo desses elementos serd distinta, fazendo com
que 0s processos de acumulo e mineralizacdo de C e N sejam distintos
daqueles do P e S (Tabela 6.2) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Tabela 6.2 - Relacdes entre C, N, P e S e a disponibilidade de nutrientes no solo
(Stevenson, 1986 modificadal)

Relagao Imobilizacao (I) Disponibilidade = Qualidade do
CN CP CsS /Mineralizacdo (M)  dos Nutrientes substrato
>30 >300 >400 I>M Diminuida Pobre
20-30  200-300 200-400 =M Nao Alterada Intermediario
<20 <200 <200 I<M Aumentada Rico

Quando os processos de mineralizacdo predominam em relacdo aos de
imobilizacdo, a MOS funcionard como fonte de nutrientes, aumentando a
disponibilidade destes as plantas. Em contrapartida, quando aimobilizacdo
prevalece sobre a mineralizacdo, a MOS passa a reter o nutriente,
diminuindo sua disponibilidade para as plantas. A maior disponibilidade
de substrato resulta no incremento da biomassa microbiana, a qual reflete
em tempordria imobilizacdo de C (PAUL; CLARK, 2007).
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6.5. Biomassa microbiana

A biomassa microbiana (BM) é a principal constituinte da MOS
viva, excluidas as raizes e animais maiores que 5 x 10 um. Corresponde a
valores entre 1 e 5 % do carbono orgdnico total (COT) em solos fropicais,
sendo composta, principalmente, por bactérias, fungos, actinomicetos,
nematdides e protozodrios (STEVENSON, 1994).

Embora o nUmero de bactérias normalmente seja superior ao
de fungos, estes, pela maior massa corpdreaq, respondem por cerca de
60 a 80 % da biomassa microbiana. A biomassa microbiana é essencial
nos processos de decomposicdo de residuos, atua na estabilizacdo de
agregados do solo e na formacdo da MOS humificada, além de representar
fonte Iabil de nutrientes as culturas (DICK et al., 2009).

A biomassa microbiana atua essencialmente como agente de
decomposicdo dos residuos adicionados ao solo onde concorre com as
plantas pelos nutrientes, podendo inclusive causarimobilizacdo tempordria,
principalmente de N. Também funciona como um compartimento que
libera rapidamente os nutrientes as plantas pelo processo de mineralizacdo
dos residuos e morte dos organismos (SILVA et al., 2010), representando
uma fonte labil de nutrientes as culturas (DICK et al., 2009). Além disso,
conftribui para a estabilizacdo de agregados do solo e a formagcdo da MOS
humificada ou humus. Nos processos de decomposicdo e mineralizacdo o
destino inicial do C proveniente dos residuos orgénicos € o C da biomassa
microbiana, o qual pode passar posteriormente para formas mais estéveis
de C no solo, sendo a maior parte perdida para a atmosfera como CO,
(CARDOSO et al., 2011).

O C associado a biomassa microbiana representa um dos
compartimentos da MOS com menor tempo de ciclagem; 2,5 anos em
condi¢cdes de climatemperado e 0,25 anos em condicdes de clima tropical
Umido (SILVA et al., 2010), com tendéncia de a biomassa microbiana ser
maior em camadas mais superficiais pela maior disponibilidade de matéria
orgdnica, dgua e outros nutrientes.

A biomassa microbiana estd diretamente relacionada aos teores
de MOS e a fertiidade do solo, e por isso responde rapidamente as
praticas que levam ao decréscimo ou acréscimo da MOS. No sistema de
plantio direto, por exemplo, a biomassa microbiana é favorecida pelo
aumento do teor de MOS, em funcdo da auséncia de revolvimento do
solo, pela énfase a rotacdo de culturas e aimplantacdo de vegetacdo de
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cobertura de solo em periodos em que o solo ndo é utilizado para culturas
comerciais (SILVA et al., 2010). Frequentemente estes fatores podem afetar
o crecimento vegetal, o qual € normalmente favorecido em condicdes de
baixo revolvimento do solo, conforme pode se visto na Figura 6.3.

Para qualquer subdrea da Ciéncia do Solo, € interessante determinar
as quantidades de C que compdem a biomassa microbiana, uma vez
que este par@metro é considerado um indicador da qualidade do solo
facilmente determinado.

manejo convencional plantio direto

soja (inoculada com Bradyrhizobium japonicum) — 35 dias de cultivo

Figura 6.3 - Comparacdo do desenvolvimento de plantas de soja, sendo que a
da esquerda foi semeada em vaso contendo solo de uma plantacdo
de soja em sistema convencional e a da direita mostra uma planta
proveniente de semeadura em solo de plantacdo de soja manejada
em sitema de plantio direto.
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6.6. Enzimas do Solo

As transformacdes bioquimicas no sistema solo-planta  sdo
dependentes ou relacionadas a presenca das enzimas, as quais tém
participacdo essencial nos ciclos dos elementos no solo.

As enzimas mais comumente analisadas sdo aquelas ligadas aos
ciclos da MOS e dos macronutrientes C, N, S e P, como P-glicosidase,
invertase e galactosidase, as quais desempenham papel fundamental na
liberacdo de acucares de baixo peso molecular, que sdoimportantes fontes
de energia imediata para os microrganismos; as celulases, responsdveis
pela hidrdlise da celulose, além das desidrogenases, as quais indicam o
estado metabdlico da biomassa microbiana, dado o seu relacionamento
direto com a atividade de oxidacdo da MOS (TOTOLA; CHAER, 2002).

Outras importantes enzimas envolvidas em reacdes de
transformac¢des no solo sdo as hidrolases e oxirredutases que controlam
0s processos de decomposicdo dos materiais orgdnicos e transformacoes
inorg&nicas, além das transferases e liases, que se relacionam ds principais
catdlises que ocorrem no solo. Essas quatro classes destacam-se pelas
enzimas que promovem a quebra de ligacdes quimicas, reacdes de
oxirreducdo, fransferéncias de constituintes e adicdo ou remocdo de
grupos quimicos, representando a base das fransformacdes quimicas do
solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Estudos relacionados ao fracionamento fisico do solo indicam
a predomindncia da atividade de vdarias enzimas como catalase,
desidrogenase, urease e protease nas microunidades estruturais com
di@metros menores que 50 um, indicando que a atividade enzimdtica
apresenta forte relacdo com o estado de agregacdo do solo. Neste
contexto, vale destacar que enzimas livres também podem formar
complexos com coldides humicos, estabilizando-se na superficie de
particulas de argila ou da MOS (BOYD; MORTLAND, 1990), mantendo-se
ativas por periodos varidveis (TOTOLA; CHAER, 2002).

As enzimas sGo essenciais nos ciclos dos elementos no solo e, como
s@o sintetizadas principalmente pelos organismos que nele crescem, as
condicdes que favorecem a atividade microbiana, como adubacdo
orgdnica, presenca de vegetacdo (rizosfera) e rotacdo de culturas,
também favorecem a atividade enzimdtica (TABATABAI, 1994) que
frequentemente se correlaciona positivamente com a produtividade ou
qualidade do solo. Por esta razdo e por serem muito sensiveis a mudancas
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no solo (DICK et al., 1994), as enzimas sGo consideradas bons indicadores
de qualidade do solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; TOTOLA; CHAER, 2002;
VASCONCELLOS et al., 2013)

6.7. Estudo de caso

Brandani (2013) comparou diferentes manejos do solo em
cultivos de cana-de-acucar (manejo convencional com e sem queima,
adubacdo orgdnica hd quatro e 12 anos) e uma drea sob vegetacdo
nativa e quantificaram o C da biomassa microbiana (C,,) pelo método
de extracdo-fumigacdo conforme Vance et al. (1987). Nesse estudo, o
C,,, mostrou ser uma varidvel sensivel ao tipo de manejo dado ao solo,
evidenciando-se para os sistemas conservacionistas (adubacdo orgdnica
e colheita sem queima) valores de C,,, proximos aos teores observados
para a vegetacdo nativa (Figura 6.1). Os teores de C,, variaram de 144,21
a 608,51 ug/g de solo, observando-se diferenca significativa (p < 0,05)
entre as dreas avaliadas. Considerando as dreas cultivadas com cana-de-
acucar sob diferentes manejos, o maior teor foi observado para o sistema
de adubacdo orgdnica adotado hd 12 anos (506,61 ug/g solo) e o menor
para a drea sob manejo com queima (144,21 ug/g solo). Esses resultados
corroboram os trabalhos de Galdos et al. (2009), Signor (2010) e Barbosa
(2010), nos quais também foram observados maiores teores de C,,, em
solos sob sistema de colheita de cana-de-acUcar sem queima.

Em relacdo ao manejo com adubacdo organica, Barbosa (2010)
também observou que o sistema de cultivo orgdnico comparado ao
convencional promoveu aumentos significativos no C,,, com incremento
de 115 % em relacdo & cana sem queima e 157 % em relacdo & cana
queimada. No entanto, o maior teor de C da biomassa microbiana foi
observado para a drea de mata nativa (608,51 ug/g solo). Teores elevados
de C,,,. (618 € 401 ug/g solo, respectivamente) também foram observados
por Galdos et al. (2009) em uma vegetacdo nativa e por Gama-Rodrigues
et al. (1997, 2005) em plantios de eucalipto.

Alguns fatores sdo responsdveis pelas condicdes mais favordveis ao
desenvolvimento microbiano em condicdes de vegetacdo natural, como
o menorrevolvimento do solo, a maior quantidade e qualidade de residuos
aportados ao solo, a maior quantidade de raizes e melhores condicoes de
umidade e temperatura (FIALHO, 2006).
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Figura 6.4 -Teores de C da biomassa microbiana em dreas cultivadas com

cana-de-agucar sob 0s manejos convencional com queima (CQ),
convencional sem queima (SQ). adubacdo orgdnica hd quatro anos
(AO4), adubacdo orgénica hd 12 anos (AO12) e uma drea de mata
nativa (controle). Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.
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Carituo 7

TRANSFORMACOES DO NITROGENIO NO SOLO

Armando Cavalcante Franco Dias

7.1. Intfrodugao

O nitrogénio € um elemento vital para qualguer organismo vivo,
pois & essencial para a formacdo de biomoléculas, com destaque para
proteinas e seus derivados (enzimas, peptideos e aminodcidos) e dcidos
nucléicos (DNA e RNA). Sua importéncia é tamanha que a sua demanda
paraaformacdo dabiomassadosolo é somente menordo que aobservada
para o carbono, hidrogénio e oxigénio. Ao contemplarmos os reservatorios
de N em nossa biosfera, nos deparamos com a grande quantidade deste
elemento na atmosfera, onde ocorre predominantemente na forma de
N,, 0 gés mais abundante do planeta, porém quimicamente inerte e n&o
disponivel para o uso direto da maior parte dos seres vivos.

Nos solos, a disponibilidade bioldgica do nitrogénio, juntamente
com o foésforo (P), enxofre (S) e potdssio (K), tem relacdo direta com a
produtividade agricola, sendo esses nutrientes normalmente limitantes
ao desenvolvimento das plantas. Os compostos de nitrogénio solUveis e
biologicamente Uteis [combinagdes amoniacais (NH,*), nitricas (NO,) ou
orgdnicas (R-NH,)] sGo escassas nos ambientes naturais e, poressarazdo, sao
empregados de maneira muito econémica pela maioria dos organismos
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existentes nestas condicdes (YOUNG, 1992; RICHARDSON, WATMOUGH,
1999; NELSON; COX, 2002; JARDIM, 2011). J& em dreas agricolas, onde a
demanda por nitrogénio € maior, a correcdo de seus niveis é feita em solos
por meio da adi¢cdo do nitrogénio “combinado”, via adubacdes quimicas
ou orgdénicas dos solos (Van OIJEN; LEVY, 2004).

O nitrogénio estd presente nos solos predominantemente sob a
forma orgdnica e inorgdnica. As formas orgdnicas do nitfrogénio no solo
sdo componentes da matéria orgdnica do solo, sendo este elemento
enconfrado em grandes quantidades principalmente na fracdo proteica
da matéria orgdnica, a qual é passivel de grande rapidez de mineralizacdo.
Na forma inorgdnica, o nitrogénio assume diferentes formas nos solos,
sendo este o elemento encontrado sob formas inorgdnicas mais diversas
no solo. Destacam-se entre estas formas sua ocorréncia como amadnio
(NH,*), nitrito (NO,), nitrato (NO,), oxido nitroso (N,O) dentre outras.

7.2. A Ciclagem do nitrogénio no solo

Esta grande variabilidade de formas inorgdnicas em que o
nitrogénio se apresenta no sistema solo dd a este elemento uma ciclagem
composta de diversas transformacdes, promovidas pela acdo direta de
microrganismos e plantas, que sdo de grande importé@ncia no ambiente,
dando suporte aos mais diversos metabolismos, e contribuindo para a
manutencdo do sistema solo.

Apesar de extremamente abundante na atmosfera, o nitrogénio
é frequentemente o nutriente mais limitante do crescimento das plantas
e isto acontece porque as plantas apenas conseguem usar o nitrogénio
sob as formas de amoénio (NH,*) e nifrato (NO,). Dessa forma, entender
a ciclagem deste nutriente, e o efeito do manejo dos solos sobre este
elemento dd base ao adequado uso do nitrogénio nos solos (CARDOSO et
al., 1992).

O ciclo do nitrogénio se divide em diversas etapas (Figura 7.1), sendo
que neste capitulo serdo abordadas aquelas de maior importéncia no
ambiente solo, que sdo a fixacdo bioldégica do nitfrogénio, a amonificacdo,
anitrificacdo e a desnitrificacdo. A Tabela 7.1 resume estas fransformacoes,
bem como indica alguns grupos microbianos conhecidamente envolvidos
na realizacdo de cada uma destas etapas.
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Figura 7.1 - Esquema representativo das transformacdes do nitrogénio nos
solos.

Tabela 7.1 - Esquemas das etapas dos ciclos, suas respectivas conversoes
e os principais microrganismos responsaveis por cada etapa
do ciclo do nitrogénio

Etapas Formula Microrganismos
Bactérias diazotroficas (Actinobacteria,
Fixagdo do
N, —»NH, Clostridia, Cianobacteria e
Nitrogénio
Proteobacteria).

o AOB — Bactérias oxidantes de amonia
Nitrificagdo NH,"—>NO, — NO;
AOA — Arquéias oxidantes de amonia

Desnitrificagdo NO; —NO,"— NO —N,0 —N,  Bactérias, arquéias e alguns eucariotos

7.2.1. A fixagdo biolégica do nitrogénio

A entrada do nitrogénio no solo é dada principalmente pelo
processo conhecido como fixacdo de nitrogénio. Apenas alguns
procariotos sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico, sendo os principais
as cianobactérias, que habitam os solos e as dguas salgadas e doces,
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outras espécies de bactérias de vida livre no solo, e ainda bactérias
simbiontes, por exemplo, as que vivem nos nddulos de raizes de plantas
leguminosas (DIALLO et al., 2004; JOHNSTON; LI; OGILVIE, 2005; ZHER et al.,
2003). Como este tema serd mais amplamente abordado nos capitulos 8 e
9, este assunto serd apresentado aqui de forma resumida.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) envolve a reducdo do
nitrogénio atmosférico N, a aménia, sendo esta capacidade ligada &
presenca e atividade do complexo enzimdtico altamente conservado
entre os fixadores de N conhecido como nitrogenase (SARITA et al., 2008).
A FBN é importante para a producdo de nitrogénio fixado em muitos
hdbitats terrestres e aqudticos (ARP et al., 2000).

7.2.2. Amonificagao

A amonificacdo, ou mineralizacdo do N orgdnico € o processo
pelo qual formas de N organicas sdo transformadas para formas minerais,
sendo o primeiro composto gerado neste processo o amdnio (Figura
7.1). A amonificacdo é realizada por um grande nUmero e uma ampla
diversidade de microrganismos, caracterizada como um processo de alta
redunddncia funcional, porém presente em todos os ambientes nos quais
ocorre a vida.

A amonificacdo ocorre tanto em condicdes aerdbias quanto
nas anaerdbias, com temperaturas variadas e mediante muitas outras
variacdes nos atributos fisicos, quimicos ou climdticos do solo. Contudo,
este processo € geralmente favorecido em ambientes aerdbios, com
temperaturas mesoéfilas, pH neutro a ligeiramente dcido ou alcalino, além
de, obviamente, boa disponibilidade de material orgénico biodegraddavel.

O aménio gerado a partir do processo de amonificacdo segue
dois caminhos no solo: ou € submetido a transformacdes inorgdnicas
posteriores, ou é absorvido como nutriente pelas plantas e microrganismos
do solo, no processo chamado de imobilizacdo. Portanto, a imobilizacdo
€ o processo inverso da amonificacdo, sendo o amdnio convertido a N
orgdnico, e compondo a biomassa microbiana do solo (CARDOSO et al.,
1992).
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7.2.3. Nitrificacao

A nitrificacdo é o processo pelo qual passa o ambnio ndo assimilado
como nutriente no solo. Neste processo, o amébnio € submetido a uma
oxidacdo que temcomo produtofinalonitrato (NO,) (Figura7.1). O processo
da nitrificacdo consiste em duas etapas, sendo que inicialmente ocorre a
oxidagdo de amodnia para nitrito (NO,), realizada pelos microrganismos
oxidantes de amoédnia (bactérias e arquéias); posteriormente ocorre a
oxidacdo do nitrito para nitrato, realizada pelas bactérias oxidantes de
nitrito (NOB). (PROSSER, 1989; TESKE et al., 1994, TREUSCH et al., 2005).
Recentemente, um novo grupo aerdbico de oxidadores de amdnia foi
descrito por meio da deteccdo de genes codificadores de enzimas amonio
oxidantes em DNA de origem arqueana, enconfrados em bibliotecas
metagendmicas (SCHLEPER et al., 2005). Posteriormente, foi verificado por
meio de cultivo enriquecido, que uma linhagem de Archaea oxida amoénia
(AOA) a nitrito, por uma via aparentemente semelhante d conhecida nas
bactérias oxidantes de amdnia (AOB) (KONNEKE et al., 2005). Atualmente
acredita-se que as AOA sdo muito mais abundantes do que AOB em
sisternas marinhos (WUCHTER et al., 2006), sendo também predominantes
em solos (LEININGER ef al., 2006). A oxidacdo da amédnia € considerada o
passo limitante da velocidade da nitrificacdo na maioria dos sistemas, pois
o nitrito raramente acumula-se no meio ambiente. Além disso, o processo
da nifratacdo ocorre mais rapidamente do que o da nitritacdo, o que
também contribui para a ndo-acumulacdo do nitrito no solo.

A nitrificacdo demanda oxigénio, de modo que ela sé pode
acontecer em ambientes ricos em oxigénio, tais como as camadas mais
superficiais dos solos, e predominantemente em solos menos argilosos. Por
ser um processo realizado por uma pequena diversidade de organismos,
este processo é ainda severamente restritivo em relacdo as demais
condicdes para sua ocorréncia. Por exemplo, as temperaturas étimas para
ocorréncia da nitrificacdo estdo entre 25 e 30°C, e o pH 6timo oscila entre
6,6 e 8,0 (pelo menos para a nitrificacdo bacteriana em solos de clima
temperado).

O processo de nitrificacdo tem consequéncias importantes. Os ions
de amodnio (NH,*) sGo carregados positivamente e, portanto, se combinam
com as particulas de argila e de matéria orgdnica dos solos (negativamente
carregadas) num processo fisico denominado sor¢do. Essa carga positiva
da amédnia evita que ela seja lixiviada do solo pela chuva. Por outro lado,
os ions nitrato (NO3), carregados negativamente, ndo sdo capturados
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pelas particulas de argila ou matéria orgdnica (fambém negativamente
carregadas) e sdo, portanto, lixiviados para todo o perfil do solo, o que leva
a um decréscimo da ferfilidade dos solos, e consequente enriquecimento
de nitrato dos niveis mais profundos dos solos e das adguas subterréneas
(GUJER, 2010), o que € altamente indesejado.

7.2.4. Desnitrificacdo

O retorno do nitrogénio para a atmosfera acontece por meio da
desnitrificacdo, que é areducdo de nitrato a nitrogénio atmosférico (Figura
7.1) (CABELLO et al., 2004; PHILIPPOT, 2002; WALLENSTEIN et al., 2006).

O processo é realizado por organismos pertencentes a diferentes
grupos taxondmicos distribuidos entre bactérias, arquéias e eucariotos. No
entanto, a maior parte dos organismos descritos como desnitrificadores
sdo dfiliacdos ao filo Proteobacteria (Divisdes Alfa, Beta, Gama e
Epsilonproteobacteria) (GREEN et al., 2010; HAYATSU et al., 2008; KERN;
EINSLE; SIMON, 2009). Resumidamente, a desnitrificacdo & um processo
respiratdrio, no qual o nitrato (NO,), nitrito (NO,), éxido nitrico (NO) e dxido
nitroso (N,O), sucessivamente, sdo utilizados por microrganismos como
aceptores finais de elétrons durante o processo respiratdrio produzindo
gas nitrogénio (N,). Esta via € considerada a maior causa de perda de
nitrogénio na agricultura, sendo que parte significante desta perda se dd
na forma de producdo de N,O, gds que tem enorme potencial de efeito
estufa (296 vezes maior do que o CO,). Esta fransformagdo € ainda utilizada
para remover o excesso de nitrogénio da dgua no tratamento de esgotos
(TIEDJE, 1982).

No total, sete enzimas sdo responsdveis por catalisar as quatro
etapas redutoras da desnitrificacdo (PHILIPPOT, 2002). A reducdo do
nitrato para nitrito € catalisada pelas redutases Nar ou Nap e constituem
a primeira etapa desta via. A etapa que define a desnitrificacdo é a
reducdo do NO, soluvel ao gds NO, catalisada por uma das duas nitrito-
redutases, NirK ou NirS. A etapa posterior € a redugcdo do NO a N,O,
promovida pelas oxido-nitrico-redutases cNor ou gNor, codificadas por
duas variantes do mesmo gene, o norB (ZUMFT, 2005). A etapa final da
desnitrificagcdo € a conversdo do N,O para N,. A Unica enzima conhecida
por catalisar esta reacdo é a dxido nitroso-redutase (Nos). Esta etapa é a
responsavel pelo retorno do nitrogénio a atmosfera, onde o gds N, pode
agora ser novamente convertido a formas assimildveis de nitrogénio por
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meio da acdo de organismos fixadores de nitfrogénio e nitrificantes (KRAFT;
STROUS; TEGETMEYER, 2010). Em bactérias, a desnitrificacdo € um processo
alternativo drespiracdo oxigénica, e ocorre em condicdes de baixo feor de
oxigénio ou andxicas, ou seja, a desnitrificacdo corresponde a respiracdo
anaerdbia em solos que apresentem Eh entre 100 e 300 mV e somente
ocorre na presenca de material orgénico energético (CARDOSO et al.,
1992).

7.2.5. Outros processos dentro do ciclo do nitrogénio

Outros dois processos ocorrem dentro da gama de tranformacoes
de nitrogénio no solo, porém ainda sdo pouco compreendidos em sud
plenitude, bem como em sua relev@ncia para o manejo do N nas dreas de
cultivo.

O acoplamento dos processos de nitrificacdo e desnitrificacdo,
também chamado de nitrificacdo desnitrificadora, se dd no momento
em que o NO, gerado na nifritacdo € levado ao processo de reducdo,
e ndo oxidado a NO,. Este processo ocorre em ambientes com uma
menor disponibilidade de O,, e € intermediado por grupos bacterianos
desnitrificadores. Em dreas de cultivo, este processo pode ser grande
responsavel pela emissdoo de N,O (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A oxidacdo anaerdbica do ion amdnio (anammox) é realizada
por algumas espécies pertencentes ao filo Planctomycetes, numa
fransformacdo essencial para este elemento em condicdes de anaerobiose
e/ou baixa disponibilidade de oxigénio. Este processo consiste na oxidacdo
do ion amdénio a N, com a utilizagdo de nitrito como receptor final de
elétrons (MULDER et al., 1995; STROUS et al., 1999), mediado por bactérias de
cinco géneros, todos Candidatus e de dificil cultivo (Scalindua, Brocadia,
Kuenenia, Anammoxoglobus e Jettenia) (SCHMID et al., 2005; HUMBERT et
al., 2009).

7.3. Consideragoes Finais

O nitrogénio € um componente vital na estrutura e na composicdo
de proteinas e dcidos nucleicos, biomoléculas essenciais para a
manutencdo da vida. Esse elemento apresenta diferentes formas
oxidativas na natureza, sendo o seu processo de renovacgdo resultado de
alteracdes entre os estagios oxidativos. O ciclo do nifrogénio € o processo
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pelo qual o elemento é renovado entre os diferentes componentes da
biosfera, por meio de reacdes de dxido-reducdo sequenciais, envolvendo
a participacdo de diferentes organismos, sendo os procariotos essenciais
para a ocorréncia do ciclo. Mais de 99% do nitfrogénio da superficie da
Terra estd disponivel na forma de gds N,, que € indisponivel para o uso
direto pela maioria dos seres vivos, havendo a necessidade de este gas
ser reduzido a amoénio, a fim de ser assimilado pelos organismos para
a sintese de proteinas. Esse processo de reducdo do gds nitrogénio a
amobnio é conhecido como fixacdo bioldégica do nitrogénio e € a principal
porta de enfrada do nitrogénio no sistema. A devolucdo do nitrogénio a
atmosfera, na forma de N,, € feita gracas a acdo de bactérias chamadas
desnitrificantes. Elas podem fransformar os nitratos do solo em N,, que volta
a atmosfera, fechando o ciclo.

7.4. Estudo de Caso

A enfrada e manutencdo do nitrogénio no solo sdo processos
desejados desde que estes ndo tenham impacto negativo sobre o
ambiente. Sabe-se ainda, que os possiveis impactos que este nutriente
pode causar quando adicionado/transformado de maneira inapropriada
s@o condicionados ao fipo de solo em questdo. Com base nisso, este estudo
visa atender d demanda de um grupo de consultores que necessitam
entender melhor o processo de perdas de nitrogénio em solos arenosos e
argilosos, além de ligar a este conhecimento o papel microbiano nestas
transformacdes do nitfrogénio em ambos os solos. Destaque os processos
predominantes em cada solo, e discuta os pontos criticos para o manejo
do N do ponto de vista ambiental.
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CarituLo 8

FIXAGAO BIOLOGICA DE NITROGENIO SIMBIOTICA

Alice de Sousa Cassetari, Mylenne Calciolari Pinheiro da Silva, Elke
JBN Cardoso

8.1. Intfrodugao

O nitrogénio (N) € um elemento essencial para os organismos
vivos, constituinte de moléculas como aminodcidos, proteinas, dcidos
nucléicos, bases nitrogenadas e clorofila (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). E
um dos nutrientes mais limitantes para o crescimento vegetal e producdo
agricola. No entanto, 8% do nitrogénio existente no planeta enconfram-se
indisponiveis e podem estar localizados em rochas, oceanos e sedimentos.
Os 2% disponiveis estdo num ciclo dindmico, envolvendo a atmosfera,
lagos, rios, plantas e animais (WILLIAMS; MILLER, 2001). O principal
reservatoério deste elemento na natureza é a atmosfera (78%). Porém, este
compartimento encontra-se indisponivel para a maioria dos organismos
vivos. Para que o N atmosférico possa ser utilizado pelas plantas e animais,
€ necessdrio que ele seja reduzido para formas assimiléaveis.

O N, pode ser fixado naturalmente mediante descargas elétricas na
atmosferae, de forma artificial, através de processoindustrial paraproducdo
de fertilizantes, conhecido como processo Haber-Bosch, considerado uma
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das principaisinvengdes no século XX (SMIL, 1999), porém hd a necessidade
de grande gasto de energia na forma de altas temperaturas e pressoes
para quebrar a tripla ligacdo que une as moléculas de N. J& o processo
bioldgico contribui com a maior parte do nitrogénio fixado atualmente
no planeta, sendo que a quebra da fripla ligacdo ocorre a pressdes e
temperaturas ambientes, por meio de atividade enzimdtica, (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006) podendo fixar cerca de 150 milhdes de toneladas de
nitrogénio por ano. E este processo € promovido biologicamente por
meio de uma pequena parcela de procariotos que possuem a enzima
nitrogenase, capaz de reduzir o N-atmosférico & amonia, no processo que
€ conhecido como fixagcdo bioldgica do nitrogénio (FBN), representado na
equacdo abaqixo:

N,+8H"+ 16 ATP + &

- » 2NH, +H,+ 16 ADP + 16Pi
Nitfrogenase

A FBN possui grande importdncia no aspecto econdmico e
ecolégico, tanto em sistemas agricolas como florestais (REIS; TEIXEIRA, 2005).
Os microrganismos responsdveis por esta transformacdo sdo conhecidos
como diazotréficos e pertencem aos dominios Bacteria e Archaea. Devido
a sua grande diversidade, sdo encontrados nos mais diferentes tipos de
hdbitats. A maioria de suas espécies & de vida livre, com ocorréncia
em todos os tipos de solo, rizosfera e filosfera, dguas doces e salgadas
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Algumas destas fixadoras fazem simbiose com diferentes espécies
vegetais, ou estabelecem relacdes menos especializadas com plantas,
sendo denominadas de associativas (DOBEREINER; ALVAHYDO, 1959).
Outras podem ter periodos em que crescem na rizosfera e no rizoplano,
seguidos de periodos em que se localizam internamente na planta
formando estruturas hipertréficas, denominadas ndédulos em suas raizes
(CARDOSO, TSAI; NEVES, 1992). As bactérias fixadoras de nitrogénio que
sdo capazes de formar os nddulos fazem associacdo com leguminosas,
e sdo popularmente conhecidas como rizdbios. Estes microrganismos
pertencem & classe Alphaproteobacteria (ordem Rhizobiales, géneros
Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium
e Sinorhizobium) (YOUNG, 1996). Esta associagcdo é considerada uma
das simbioses mais eficientes do ponto de vista evolutivo e este grupo
de bactérias é provavelmente responsdvel pela maior parte de fluxo de
nitrogénio fixado biologicamente no planeta (KAHINDI et al., 1997).
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Recentemente, verificou-se que algumas Leguminosas arbodreas
encontradas em regides tropicais, principalmente aquelas provenientes
da América Latina, tfém como microssimbionte bactérias do género
Burkholderia, da classe Betaproteobacteria, que sdo responsdveis pela
fixacdo do nitrogénio em Mimosaceae e grupos afins da América do Sul.
Entretanto, no México, predominam espécies de Mimosa que nodulam
com Alfaproteobactérias, mais especificamente as Rizobiaceas e, entre
elas, também o género Ensifer (CHEN, WEN-MING et al., 2006; LAMMEL, et
al., 2007, 2015; ZGADZAJ et al., 2015).

A FBN ftem um papel fundamental na sustentabilidade dos
ecossistemas, j& que o nitrogénio de origem bioldgica estd prontamente
disponivel para as plantas e &, portanto, menos susceptivel a perdas por
lixiviacdo, volatilizacdo ou desnitrificacdo. Neste capitulo serdo abordados
temas sobre a comunidade microbiana simbidtica, mostrando como é
formada a associacdo entre rizdbios e leguminosas e qual sua importéncia
para a agricultura e o ecossistema.

8.2. Importancia e Papel das Leguminosas

A familia botanica Leguminosae (Fabaceae) compde um grupo
numeroso de espécies de import@ncia econémica e ecoldgica. E a
terceira maior familia de plantas com flores, somente sendo superada
pelas Orchidaceae e Asteraceae (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Segundo
estimativas, a biodiversidade das leguminosas alcanca valores em torno
de 727 géneros e 19.325 espécies, sendo que 15% destas sGo encontradas
em ecossistemas brasileiros (SOUZA; AGUIAR, 2009).

Uma das caracteristicas marcantes dessa familia € a capacidade
de formar simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio, resultando em
nddulos nas raizes. A forma dos nddulos € uma propriedade particular de
cada planta hospedeira e as diferencas morfolégicas dos ndédulos mostra
uma possivelrelacdo evolutiva diferenciada dentre asleguminosas (CORBY,
1981). Importante ressaltar que as leguminosas variam entre altamente
especificas ou altfamente promiscuas, podendo estabelecer simbiose com
apenas uma espécie de bactéria ou com uma grande variedade delas
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), sendo esta outra caracteristica marcante de
cada espécie.

Devido a essas associacdes com bactérias fixadoras de nitrogénio,
as leguminosas podem contribuir de forma efetiva para melhoria da
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qualidade do solo e crescimento vegetal. Elas apresentam teores de
nitrogénio elevados em seus tecidos, resulfando entdo em um aumento de
nutrientes e matéria orgdnica no solo em que se desenvolvem (FRANCO et
al., 1995). Por esse motivo, € umas das principais familias vegetais plantadas
quando se tem o objetivo de recuperar dreas degradadas.

As leguminosas fambém apresentam espécies importantes que
podem ser cultivadas em consércios com Gramineas em pastagens.
As gramineas podem se beneficiar do N, fixado pela leguminosa, seja
diretfamente por meio da excrecdo de compostos nitrogenados pelas
raizes, ou indiretamente por meio da deposicdo de nutrientes absorvidos do
solo e depositados na camada superficial do solo apds a decomposicdo
da serapilheira e das raizes.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) também podem trazer
inUmeros beneficios para as leguminosas e podem ter efeito direto sobre
a nodulacdo. O principal papel do fungo é o fornecimento de fosforo
(P) para a planta hospedeira e o suprimento da alta demanda desse
nutriente para os nédulos. O processo de FBN é altamente exigente em
energia na forma de ATP, de modo que o adequado suprimento de P
proporcionado pelo FMA beneficia esse processo (CARDOSO, 1986;
BAREA et al., 1992). Segundo Jesus et al. (2005), em algumas espécies
de leguminosas arbdreas tropicais, a micorrizacdo tem papel importante
para a nodulacdo, sendo que sua auséncia pode dificultar a formacdo
dos nédulos e, consequentemente, impedir que as bactérias fixadoras de
N expressem seu potencial ao favorecer um melhor desenvolvimento das
plantas (LAMMEL et al., 2015).

8.3. Nodulagao

Os rizébbios sdo bactérias que durante a simbiose localizam-se
em estruturas especializadas, os nddulos, que sdo formados nas raizes
de leguminosas, caracteristica fipica desta interacdo. O processo de
formacdo de ndédulos em leguminosas requer o reconhecimento especifico
entre rizbbios e leguminosa, envolvendo um complexo mecanismo de
sinalizacdo e transducdo de sinais moleculares (Figura 8.1).
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Figura 8.1 - O nédulo é composto de uma regido central infectada e do cértex
externo. A regido vascular da raiz liga-se ao nddulo.

O primeiro passo deste processo é a liberacdo de flavondides e
isoflavondides pelas raizes das leguminosas, os quais serdo reconhecidos
pelas bactérias diazotrodficas e ativardo a expressdo de genes de
nodulacdo (nod, noe, nol), presentes de forma especifica nestas
bactérias (DEBELLE et al., 2001). Os genes de nodulacdo estdo envolvidos
na sintese dos chamados fatores de nodulacdo (Fator Nod), que sdo
lipoquitooligossacarideos (LQO) essenciais para a formacdo dos ndédulos
e determinantes da especificidade da planta hospedeira. A liberacdo dos
fatores de nodulacdo pelas bactérias ird induzir as diversas modificacoes
nas raizes das leguminosas, resultando na curvatura dos pelos radiculares
(Figura 8.1), alcalinizacdo do meio extrarradicular, oscilacdo na
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concentracdo de Ca*, formacdo do corddo de infeccdo e do primordio
nodular (EHRHARDT et al., 1992). Os mecanismos que podem afetar a tfroca
de sinalizacdo entre bactéria e planta ainda estdo sendo investigados,
como condicdes do solo, temperaturas extremas, pH alto ou baixo no solo,
presenca de pesticidas, deficiéncia de nutrientes, presenca de nitrogénio
mineral no solo enfre outros (HUNGRIA; VARGAS, 2000). Além disso, o
reconhecimento dos fatores Nod pelas leguminosas resulta também
na inducdo da expressdo de genes vegetais que codificam nodulinas,
proteinas essenciais para a formacdo dos nédulos (GOVERS et al., 1986;
GLOUDEMANS:; BISSELING, 1989).

De acordo com o padrdo de expressdo, as nodulinas sdo
classificadas como precoces ou fardias. As nodulinas precoces sdo
expressas imediatamente apds o contato da bactéria com a planta e
estdo envolvidas na formacdo da estrutura nodular. J& as nodulinas tardias
sdo expressas em nddulos maduros e sdo responsdaveis pelo metabolismo
e manutencdo dos nddulos (STOUGAARD, 2000). A nodulina tardia mais
abundante nos nédulos é a leg-hemoglobina, responsdavel pela difusdo do
oxigénio no interior dos nédulos, para que este ndo iniba a atividade da
nifrogenase.

Neste Ultimo momento do estabelecimento da simbiose, também
estdo envolvidas enzimas responsdaveis pelo processo de assimilacdo do
nitrogénio e conversdo de NH,* a aminodcidos, como a glutamina sintetase
e a glutamato sintetase (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Uma abordagem
interessante desse mecanismo é o estudo da expressdo de genes que
sdo ativados ou suprimidos em determinadas condicdes ambientais e
em diferentes estddios de desenvolvimento do nddulo nas leguminosas,
no intuito de determinar suas funcdes e melhor explorar o potencial das
bactérias fixadoras de nitrogénio associadas as leguminosas.

8.4. A enzima nitrogenase

Apesar de as bactérias diazotréficas terem a capacidade de habitar
diferentes ambientes, todas utilizam a mesma maguinaria bioquimica para
realizar a fixagdo biolégica do nitrogénio, a enzima nitrogenase (Figura 8.2.).
Ela é responsdvel por catalisar o processo de reducdo do N-atmosférico a
N-amoniacal (N-combinado), forma assimildvel pelos seres vivos. Através
de vdrios estudos, estabeleceu-se a existéncia de sistemas alternativos da
nitrogenase, geneticamente independentes: nitrogenase 1, dependente
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de molibdénio (Mo) e ferro (Fe) e codificada por genes nif; nitrogenase 2,
dependente de Vanddio (V) e codificada por genes vnf e nitrogenase 3,
dependente de Ferro (Fe) e codificada por genes anf (REIS; TEIXEIRA, 2005;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Eléetrons + H'

NH,

ATP ADP

Figura 8.2 - O complexo enzimdtico da nitrogenase e o seu funcionamento.

A fisiologia dos micro-organismos diazotréficos € marcada
pelas propriedades inerentes da nitfrogenase, como: presenca de seus
componentes estruturais ferro (Fe), molibdénio (Mo) ou vanddio (V),
MgATP para sua atividade, suprimento adequado de poder redutor (a
flavodoxina e a ferredoxina), além de um ambiente em que ndo haja
disponibilidade de N-combinado (REIS; TEIXEIRA, 2005). A nitfrogenase &
considerada extremamente versatil e, além de catalisar a reducdo do
N-atmosférico a N-combinado, também é capaz de reduzir prétons a
hidrogénio e pequenas moléculas insaturadas como acetileno, azida e
cianeto a formas mais reduzidas (KIM; REES, 1992).
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Neste contexto, a técnica de reducdo do acetileno para etileno
(ARA) possui certa importancia nos estudos de sistemas fixadores. E um
método que ja foi bastante ufilizado para determinar o cardter diazotrofico
das bactérias, através da deteccdo da presenca da atividade da enzima
e ainda em voga para certas andlises. Esta técnica utiliza cromatografia
gasosa para medir a reducdo do acetileno a etileno. E considerada
bastante sensivel, de baixo custo, facil conducdo e relativamente répida
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A técnica é utilizada para estudos qualitativos
(presenca ou auséncia da enzima), ou avaliagcdes quantitativas; porém,
neste caso, a adequacdo da metodologia é bastante discutida, como
por exemplo: dificuldades como o tempo ideal de cultivo dos isolados e
um tempo ideal de incubacdo com o gds acetileno e, acima de tudo, o
fato de o resultado obtido somente representar o momento da deteccdo
e ndo representar o processo fixador até entdo ocorrido na planta (RENNIE,
1981; CATTELAN et al., 1999; ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 2001).

O complexo enzimdtico nitfrogenase € extremamente sensivel &
presenca de oxigénio (O,), podendo ser esta destruida irreversivelmente
quando em contato com este elemento. Este fato apresenta um grande
problema para a maioria dos microrganismos diazotréficos, com excecdo
daqgueles que possuem um metabolismo anaerdbio. Devido ao fato
de a fixacdo de nitrogénio ser processo estritamente anaerdbico, os
diazotréficos aerdbios desenvolveram alguns mecanismos para impedir a
interferéncia do oxigénio no sitio ativo da nitrogenase, como por exemplo:
aumento da atividade respiratéria, desenvolvimento preferencial em sitios
microaerofilicos, producdo de polissacarideos extracelulares e formacdo
de células especializadas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Entretanto, o mecanismo mais evoluido de protecdo do sitio ativo da
nitrogenase é o que ocorre na simbiose de rizdbios com leguminosas. Dentro
dos nddulos existem proteinas com funcdo e composicdo semelhantes &
hemoglobina conhecidas como leg-hemoglobina. Ela é responsdavel por
carregar o oxigénio necessdrio para a respiragcdo dos bacteroides (nome
dado as bactérias intfra-nodulares), obtendo assim energia para que ocorra
a redugdo do N-atmosférico a amdnio (NH,). Além disso, esta proteina
mantém o oxigénio na forma associada, impedindo que o oxigénio livre
afete o funcionamento da nitfrogenase. A leg-hemoglobina confere uma
cor avermelhada ao interior dos nédulos efetivos (Figura 8.3). Os nddulos
que ndo possuem esta proteina sdo brancos ou esverdeados no seu interior
e ndo fixam nitrogénio.
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Figura 8.3 - Figuras de nddulosemleguminosas. A) raiznodulada de soja; B) nddulos
ativos, evidenciando a presenca de leg-hemoglobina; C) ndédulos
caulinares em Aeschynomene afraspera; D) corte microscépico de
nddulo de feijoeiro.

8.5. Fatores que afetam a FBN em leguminosas

A FBN pode ser afetada por diferentes fatores quimicos, fisicos,
bidticos e abidticos, os quais podem influenciar o estabelecimento,
desenvolvimento e funcionamento da simbiose. A ineficiéncia ou auséncia
da nodulacdo em determinada espécie pode estar relacionada a estes
fatores, podendo reduzir a produtividade dos ecossistemas. Todos estes
efeitos podem variar de acordo com a espécie vegetal e com a estirpe
envolvida na simbiose. Porém, de maneira geral, alguns dos fatores que
afetam a FBN em leguminosas sdo:

Populagoes nativas: as populacdes de bactérias fixadoras de
nitrogénio noduliferasrepresentam 0,1% da comunidade bacteriana
do solo, podendo variar de acordo com as condicdes eddficas de
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cada ambiente (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A capacidade de uma
estirpe de rizbbio sobreviver e colonizar um sitio de nodulagdo em
detrimento de outro é definida como competicdo (LUPWAYI et al.,
2005) e, frequentemente, algumas estirpes competem pelo mesmo
sitio de infeccdo na planta hospedeira. Estirpes nativas e ineficientes
podem competir com as eficientes provenientes de inoculante.
Rizdbios nativos geralmente apresentam maior adaptacdo ao
ambiente, porém, por apresentar elevada competitividade, essas
bactérias em geral apresentam ineficiéncia simbidtica. A presenca
destas populacdes pouco contribui para a FBN em leguminosas,
tornando necessdria a inoculacdo com estirpes que apresentem
eficiéncia, competitividade e adaptacdo as condicoes climdaticas
e eddficas do local. Para que a populacdo nativa ndo se torne um
fator limitante € também preciso atencdo relativa ao niUmero de
células vidveis no inoculante, de modo que o nUmero mais elevado
confira & populacdo introduzida vantagem competitiva.

Espécie hospedeira: o nUmero total de espécies vegetais
pertencentes & familia Leguminosae (Fabaceae) € de
aproximadamente 16.576. Destas, apenas 23% possueminformacoes
relatadas sobre a capacidade de nodular. Em relacdo ao potencial
de FBN, existe uma ampla variacdo que pode ser classificada como
baixo, médio e alto. Segundo Sanginga (1992), a espécie vegetal
Leucaena leucocephala pode fixar de 200 a 300 kg de nitrogénio,
10 vezes mais que plantas da espécie Acacia (Faidherbia) albida.
Assim, a primeira possui alto potencial e a Ultima, baixo potencial.
A quantidade de nitrogénio atmosférico convertido a nitrogénio
combinado também pode ser afetada pelo gendtipo e idade da
planta.

Temperatura e Umidade: a temperatura pode afetar etapas
importantes da associacdo entre rizdébios e leguminosas, como a
formacdo do corddo de infeccdo, colonizacdo da raiz, formacdo
e funcdo dos ndédulos. Em temperaturas altas hd formacdo dos
nédulos nas plantas, porém, estes sdo ineficientes em fixar o
nitrogénio devido das modificacodes fisioldgicas e bioguimicas nos
pares simbiontes. No caso da bactéria, os plasmideos que sdo
responsdaveis por carregar os genes simbidticos podem ser perdidos
ou sofrer rearranjos genéticos. J& as temperaturas baixas retardam
a infeccdo e formacdo dos nédulos. Acredita-se que, de maneira
geral, para as leguminosas tropicais, temperaturas diurnas de 25°C a
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32°C sejam étimas para anodulagcdo. Quando se combina alteracdo
de temperatura com deficiéncia hidrica, as limitacdes a FBN em
leguminosas podem ser ainda maiores. A reducdo do potencial
hidrico diminui a infeccdo dos pelos absorventes pelo rizébio, pode
inibir totalmente a producdo dos nddulos e afetar a atividade da
nitrogenase. Além disso, pode desencadear uma série de respostas
fisioldgicas e anatdmicas nas plantas hospedeiras, como diminuicdo
da emissdo de pelos radiculares e descontinuidade da sintese de
leg-hemoglobina (GOORMACHTIG et al., 2004).

pH, deficiéncia de nutrientes e metais pesados: o pH do solo pode
ser um fator limitante a FBN, tanto se for abaixo do desejdvel
qguanto acima. A acidez estd diretamente relacionada a aspectos
nutricionais indesejaveis, como: menores feores de fosforo e cdicio
e teores excessivos de aluminio. Valores de pH baixo bem como
concentracdes altas de aluminio em solugcdo (comumente maiores
que 10uM), possuem um efeito negativo na nodulacdo. Neste caso,
pode-se tornar necessdria a calagem com o objetivo de aumentar o
pH da solucdo e diminuir a disponibilidade de aluminio. A toxicidade
por aluminio pode reduzir o desenvolvimento radicular das plantas,
o que afeta a absor¢cdo de nutrientes, diminui a drea radicular a
ser infectada por bactérias noduliferas e as torna mais suscetiveis
a doencas. A deficiéncia de fésforo também estd associada &
mudanca de pH no meio. Em solos com valores baixos de pH, por
exemplo, este nutriente tende a ficar imobilizado por adsorcdo dos
jons fosfatos nos coldides de oxidos de ferro e aluminio presentes
neste tipo de solo. O fésforo € essencial as plantas, e a FBN demanda
uma alta quantidade deste nutriente. Assim, sua escassez, de modo
generalizado, afeta as simbioses de leguminosas. Micronutrientes
como Mo e Co, além do Fe, também sdo indispensdveis, por fazer
parte da enzima nitrogenase (VIEIRA et al., 1998a, 1998b, 1998c.)

N-mineral: a FBN sé ocorre em situacoes de deficiéncia deste
elemento; por outro lado, para que haja infeccdo, formacdo
e crescimento do ndédulo, o rizbbio necessita do N-mineral.
Acreditava-se que doses pequenas de nitrogénio podem estimular o
crescimento das plantas e aumentar a massa de ndédulos produzidos.
Entretanto, comumente, ainoculacdo sozinharesulta em producdes
equivalentes dquelas obtidas quando se faz adubacdo com 200
kg N ha', pelo menos na soja. O excesso de N mineral nos solos
pode diminuir a intensidade da deformacdo dos pelos absorventes,
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adesdo do rizébio e formacdo do corddo de infeccdo. Isto se deve
ao fato de a nodulacdo em leguminosas ocorrer em resposta as
demandas nutricionais da planta. Altas concentracoes de N-mineral
reduzem o estimulo de producdo de nddulos, porém, o grau de
inibicdo varia de acordo com a forma de nitrogénio aplicada.
Recentemente, também foi demonstrado que a co-inoculacdo
com Azospirillum e Bradyrhizobium melhora o rendimento de grdos
de soja, sem adicdo de fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA et al.,
2013).

8.6. Beneficios da FBN

A confribuicdo da FBN proveniente da associacdo de plantas
e bactérias diazotroficas € o processo mais significativo de adicdo de
nifrogénio no ecossistema terrestre e a utilizacdo de microrganismos
fixadores na agricultura, especialmente na soja. A inoculacdo de bactérias
fixadoras de nitrogénio em plantas tem potencial de tornar-se uma técnica
que pode ser aplicavel a sistemas vegetais em condicdes de déficit
hidrico, baixa fertilidade, ou ambas as condicdes. Isto pode ser possivel,
pois, além da FBN, existem outros beneficios que podem ser apresentados
pelas bactérias diazotroficas. Estes microrganismos podem atuar como
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP), destacando-
se a producdo de hormdnios vegetais, como auxinas, giberelinas e
citocininas e também atuar na solubilizacdo de fosfatos (BAZZICALUPO;
OKON, 2000).

No Brasil, as bactérias diazotrdficas que estabelecem simbiose
com leguminosas sdo as mais utilizadas. Podemos citar como exemplo as
lavouras de soja, que geram maior impacto econédmico no pais. O uso
demasiado e incorreto dos fertilizantes € o principal fator de poluicdo
do solo e contaminacdo de lencdis de dgua subterr@neos, favorecendo
perdas por volatilizacdo e lixiviagcdo, gerando prejuizo aos produtores rurais
€ ao meio ambiente.

8.7. Producdo de Inoculantes

Inoculante é todo material contendo microrganismos e que atua no
desenvolvimento das plantas. Os inoculantes contém bactérias especificas
para cada espécie de leguminosa. Poreste motivo, oinoculante preparado
parauma determinada planta geralmente ndo pode ser utilizado em outras
espécies vegetais. Os beneficios econdmicos, sociais e ambientais que o
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uso de inoculantes pode frazer séo inUmeros, sendo que alguns deles sdo:
grande economia de fertilizante nifrogenado mineral, maior produtividade
das culturas, preservacdo da microbiota e da microfauna do solo, ndo
provoca danos ao meio ambiente e reduz o custo de producdo.

O uso de inoculante com bactérias fixadoras de nitrogénio pode
substituir total ou parcialmente a necessidade de adubacdo nitrogenada.
O melhor exemplo do sucesso desta tecnologia é o caso da cultura da soja.
No caso dessa cultura, bactérias pertencentes as espécies Bradyrhizobium
japonicum e Bradyrhizobium elkanii sGo as responsdveis por esse processo,
sendo que estas podem substituir o uso de adubos, o que equivale a uma
economiaentre 10 e 15 bilhdes de ddlares anuais para o Brasil, dependendo
de como este valor é calculado (HUNGRIA et al., 2015).

Existe necessidade de inoculacdo em locais onde é observada a
auséncia de espécies hospedeiras ou de outra espécie simbioticamente
relacionada, quando a nodulacdo € pobre em espécies j& cultivadas e
quando a leguminosa sucede a uma cultura ndo leguminosa em rotacdo.
Também € recomendado o uso de inoculante em locais onde estd sendo
realizada recuperacdo de solos degradados porque normalmente estes
solos ndo possuem numero de células de rizdébios superior a 50 células por
grama de solo, e quando as condicdes ambientais sdo desfavordveis para
sobrevivéncia do rizobio, como em solos alcalinos ou dcidos, ou também
em condicdes de inundacdo prolongada, temperaturas elevadas ou
secas (ROUGHLEY, 1988; PEOPLES et al., 1989; de TURK et al., 1993).

As recomendacdes da RELARE (Rede de Laboratérios para a
Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes
Microbianos de Interesse Agricola) para que um inoculante possa ser
comercializado sdo: o produto deve apresentar 1x10? células vidveis por
grama ou mililitro do produto até a data do seu vencimento; deve ser
elaborado em um suporte ou veiculo estéril e estar livre de microrganismos
ndo especificados em fator de diluicdo 1x10°, sendo que o veiculo deve
fornecer todas as condicdes de sobrevivéncia ao microrganismo.

Além das condicdes do local e os pré-requisitos do produto, as
bactérias que serdo utilizadas também sdo alvo de estudos. Para que
uma bactéria seja selecionada e multiplicada para producdo de um
inoculante, ela deve seguir alguns critérios como habilidade de formar
nddulos e fixar N na espécie alvo ou habilidade de fixar N em uma ampla
faixa de hospedeiros; ser capaz de crescer em meio artificial, no veiculo
do inoculante e no solo; ter uma boa estabilidade genética; possuir a
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capacidade de sobreviver na superficie da semente; ter compatibilidade
com agroquimicos; habilidade de competir com a populacdo nativa de
rizobios j& presente no solo; capacidade de suportar condicdes ambientais
adversas; habilidade de formar nddulos na presenca de N combinado no
solo; habilidade de persistir no solo, principalmente no caso de leguminosas
que se regeneram anualmente, e habilidade de colonizar o solo na
auséncia da planta hospedeira (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Como j& citado, a técnica de aplicacdo de inoculantes e o sucesso
da tecnologia depende de inUmeros fatores. Utilizar as vantagens que essa
tecnologia pode trazer a nosso favor ndo é tarefa facil, porém inUmeros
esforcos est@o sendo realizados para que a FBN possa contribuir ainda
mais para o aumento da producdo e melhoria da qualidade de vida.

8.8. Interagcao dainoculagdo de leguminosas com outros fatores de manejo

Estatecnologiatem grande potencialde utilizagcdo, sendo observada
a juncdo de conceitos importantes como a utilizacdo de interacdes entre
microrganismos e plantas, que sdo ofimizadas na presenca de composto
orgdnico, biossdlido, lodo de curtume ou outros materiais orgdnicos. No
entanto, a dosagem utilizada estd relacionada com o tipo de solo em que
a recuperacdo serd feita (Figura 8.4). Pode-se verificar que a nodulacdo
de plantas de soja aumenta de forma proporcional & dosagem de lodo
utilizado até o momento em que este material passa a ter efeito toxico. Este
ponto de toxicidade € diferente em solos com diferentes texturas (Figura
8.4), sendo que o desenvolvimento diferencial das plantas leva a distincoes
claras em sua produtividade. Dessa forma, este fator € muito importante
de ser considerado ao se utilizar materiais orgénicos na recuperacdo de
dreas degradadas.
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Figura 8.4 - Solos argilosos recelbberam doses de 0 a 36 Mg de lodo por ha e o solo
arenoso de 0 a 24 Mg. Ver deficiéncia de N em solos sem adicdo de
lodo (N). Abaixo de cada vaso uma caixa de Petri com os nédulos
produzidos. Fotos apds estabelecimento das plantas, em meio do
ciclo e em producdo final. Fotos: Martines, A. et al., 2006.

8.9. As actinorrizas

Actinorriza € o nome que se dd aos nddulos formados em outro tipo
de fixacdo simbidtica do nitrogénio. Estes nddulos sGo formados emraizes de
algumas plantas de diversas familias vegetais, sendo os principais géneros
conhecidos por esta propriedade a Casuarina, a Myrica, o Alnus. Podem
também formar actinorrizas alguns representantes das ordens Fagales,
Rosales e Cucurbitales (WALL, 2000; RUSSO, 2005). A bactéria responsdavel
pela FBN é do género Frankia, classificado entre as Actinobactérias. A
estrutura do nédulo também é um pouco diferente daquela dos ndédulos
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de rizébios. As quantidades de nitrogénio fixadas variam de 10 a mais
de 200 kg de N ha'ano. As darvores que fazem parte desse grupo sdo
empregadas principalmente para arevegetacdo de solos degradados ou
como quebra-ventos. Esta Ultima funcdo é também comumente explorada
no Brasil, principalmente com a Casuarina.

Entretanto, essas plantas fazem geralmente parte de estratos
florestais em clima temperado, onde podem ser responsdveis por mais de
50% do nitrogénio fixado por essas plantas.

Figura 8.5 - Estrutura radicular indicando a presenca de actinorrizas, ndédulos de
raizes formados pela actinobactéria Frankia sp. em vdrias familias

arboreas.
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8.10. Consideracgoes Finais

A FBN associada a leguminosas (com destaque para a soja) é o
maior exemplo de sucesso da exploracdo de um processo oriundo de
componentes da biologia do solo em um cendrio econdmico. A aplicacdo
do conhecimento gerado sobre este processo leva a ganhos econdmicos
e ambientais inestimdveis a cada ciclo de cultivo destas plantas.

No entanto, uma maior aplicacdo deste conhecimento em outras
leguminosas ainda € dependente de um maior nUmero de estudos sobre
suas particularidades, além da insercdo desta caracteristica em programas
de melhoramento vegetal das mais diferentes espécies de leguminosas.

Ndo se pode negar a crescente aplicabilidade da inoculacdo de
sementes com este propdsito, bem como o desenvolvimento de diversas
linhas de pesquisa associadas a esta tecnologia, como a diversificacdo
nos métodos de inoculacdo das sementes, o desenvolvimento de
metodologias que ddo maior longevidade do indculo em sementes
inoculadas, bem como o manejo empregado no sistema produtivo, que
sempre considera a viabilidade do inoculante como fator importante a ser
preservado nos campos de producdo. Ddo ainda suporte a um cendrio
promissor, a exploracdo de uma ampla biodiversidade de bactérias
capazes e desempenhar a funcdo de fixadoras do N em associacdo com
diversas plantas, sendo a origem destes novos inoculantes os diferentes
biomas encontrados em nosso pais.

Espera-se que os ganhos obtidos com esta tecnologia sustentem
e instiguem a exploracdo dos incontdveis outros processos que residem
na biologia do solo, que estdo prontamente aptos a serem explorados
biotecnologicamente.

8.11. Estudo de Caso

Um produtor de soja (safra) e milho (safrinha) verificou que apds 10
anos de constante aplicacdo de inoculantes em suas sementes, poderia
ser descartado este procedimento em algumas de suas dreas. No entanto,
um vizinho desta propriedade, buscando economizar em seus gastos com
inoculantes, gostaria de saber como ele selecionou as dreas em que deixou
de inocular as sementes. Em sua opinido, quais caracteristicas devem estar
presentes nas dreas onde a inoculacdo Nndo se mostrou mais necessaria?
De maneira geral, a remocdo deste processo € vidvel econdmica e
ambientalmente?
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CavpituLo 9

FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO ASSOCIATIVA E DE
VIDA LIVRE

Alice de Sousa Cassetari, Sandra Patricia Montenegro Gomez,
Mylenne C. P. Silva

9.1. Infrodugdo

A FBN é responsdvel pela fixacdo de grandes quantidades de
nitrogénio, dando a este processo relevante importdncia na manutencdo
da vida na terra, sendo entre os processos bioldgicos que ocorrem no
planeta, o segundo mais abundante, juntamente com a decomposicdo
da matéria orgdnica, perdendo apenas para a fotossintese.

A FBN em leguminosas sempre despertou grande interesse dos
pesquisadores devido sua grande eficiéncia e importGncia para a
agricultura, como visto no capitulo anterior. Porém, com o passar dos anos,
outras comunidades microbianas do solo foram ganhando destaque no
meio cientifico. A maioria das espécies de bactérias diazotrdficas é de
vida livre e estas ocorrem em todos os tipos de solo, na rizosfera e filosfera
das plantas, em dguas doces e salgadas e no trato intestinal de animais.
Alguns diazotroficos também podem ser encontrados em simbiose com
fungos, diatomdceas e/ou com vdrias espécies vegetais, engquanto
estabelecem relacdes menos especializadas com plantas, denominadas
associacoes (MOREIRA; SEQUEIRA, 2006). Nos mais variados hdbitats,
livres ou associadas, todas as bactérias diazotréficas utilizam um sistema
fundamental de fixacdo de nitrogénio, baseado na reducdo do nitrogénio
atmosférico & amédnia pela acdo da enzima nitrogenase.

Os estudos sobre a FBN associativa se intensificaram a partir da
década de 50, quando o grupo coordenado pela pesquisadora Johanna
Dobereiner descobriu a associacdo de alta especificidade entre abactéria
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Azotobacter paspali e a graminea Paspalum notatum cv batatais. Desde
entdo, grandes esforcos tém sido realizados para entender as associacdes
enfre as bactérias e as gramineas e os estudos com bactérias de vida
livre e associativas com elevado potencial biotecnoldgico (Azotobacter
chroococcum, Beijjerinckia fluminensis, Azotobacter paspali, Derxia
spp.. Paenebacillus azotofixans), bactérias diazotfréficas associativas
(Azospirillum spp. e Burkholderia spp.) ou bactérias diazotroficas endofiticas
(Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp.) foram intensificados (MOREIRA et
al., 2010).

Estas bactérias colonizam as plantas com as quais se associam de
forma distinta da observada para ainteracdo de rizdbios com leguminosas.
Neste caso, elas colonizam a rizosfera ou mesmo a superficie e o interior
das raizes, caules e folhas. Arizosfera € a fracdo do solo que sofre influéncia
da liberacdo de exsudatos de raiz, onde as bactérias presentes no solo e
que tém a capacidade de responder a estes exsudatos, aumentam suas
respectivas populacdes e passam a interagir de maneira mais infensa com
a espécie vegetal em desenvolvimento. J& as bactérias que colonizam
o tecido interno das plantas sdo chamadas de endofiticas (ANDREOTE
et al., 2014). Nas gramineas, a presenca de rizobactérias promotoras de
crescimento e bactérias endofiticas € muito evidente (BALDANI et al.,
1996).

Como as bactérias diazotrdficas associativas e de vida livre estdo
presentes em muitos ambientes, sua presenca pode levar a uma ampla
adaptacdo a diversos ecossistemas, tendo, assim, grande influéncia na
sustentabilidade ambiental e agricola (REED et al., 2011). Deste modo, o
aproveitamento mdaximo da contribuicdo do nitrogénio fornecido por esses
microrganismos pode representar um importante ganho tanto ecoldgico
como econdmico.

9.2. Importancia da FBN associativa e de vida livre

Grande nUmero de plantas ndo leguminosas tem a capacidade de
formar associacdes exdgena ou enddgena com bactérias diazotréficas.
Esta caracteristica pode ser uma potencial fonte de N para a agricultura e
tem grande importéncia econdmica e ecoldgica.

Ambientalmente, o papel dos organismos fixadores de N, de vida
livre estd relacionado a entrada de nitrogénio no sistema. Como descrito
anteriormente (Capitulo 7), o nifrogénio atmosférico € o maior reservatorio
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de nitfrogénio na biosfera, porém sua enfrada nos diferentes sistemas
terrestres e aquaticos € exclusivamente promovida pela fixacdo bioldgica
do nitrogénio, com destaque para aquela realizada por organismos de
vida livre.

J& na drea agricola, algumas culturas de importdncia comercial,
como arroz, trigo, milho, sorgo e cana-de-agucar, tém sido reportadas na
literatura como capazes de formar associacdes com diversas bactérias
diazotréficas. Considerando a grande extensdo de terras recobertas
por estas culturas, sua import@ncia ganha grandes proporcdoes. Tem-se
verificado que dreas de pastagem com gramineas e cana-de-acucar
tém mantido niveis razodveis de produtividade sem grande aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados, o que indica que este fendmeno poderia estar
relacionado com a contribuicdo da FBN por microrganismos diazotfréficos
associativos (MOREIRA et al., 2010). Os primeiros diazofroficos de vida
livre identificados, Beijjerinkia fluminensis, Beijerinkia indica e Azotobacter
foram isolados da superficie das raizes da cana-de-acucar. As bactérias
do género Beijerinckia foram localizadas em 95% de solos cultivados com
cana-de-acucar (DOBEREINER, 1959). Outro grupo de microrganismos
diazotroficos associativos que se destacam sdo os Azospirillum spp., devido
a sua ampla distribuicdo geogrdfica, além da capacidade de colonizar
plantas em diversos hdbitats (BALDANI et al., 1997).

Trabalhos apontam ganhos significativos de producdo com o
uso de bactérias fixadoras de N em gramineas. A contribuicdo de FBN
associada as plantas de cana-de-acucar cultivada no campo pode variar
de zero a 70% (POLIDORO et al., 2002). Em alguns gendtipos de gramineas
também foram relatados, através de técnicas isotopicas, ganhos de
aproximadamente 30% associados a FBN (REIS et al., 2001). Estes valores
sGo baixos quando comparados ao aporte de nitrogénio oferecido por
bactérias fixadoras que interagem com leguminosas. Essa diferenca se
dd principalmente pela modulacdo das bactérias fixadoras de vida livre
pelas condicdes ambientais, que sdo altamente varidveis, enquanto
que as fixadoras simbidticas trabalham sob condicdes ambientais mais
constantes, armazenadas dentro dos nddulos.

No entanto, estes valores, ainda que menores, representam grandes
ganhos econdmicos e ambientais. Enquanto a adubacdo nitrogenada
gera perdas de N por volatilizacdo, lixiviacdo e desnitrificacdo em torno
de 50%, pouca ou nenhuma perda de N pode ser verificada por meio
da FBN associativa, j&d que o nitrogénio fixado por essa via estd disponivel
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diretamente para as plantas. Ao mesmo tempo, essa fixacdo melhora e
conserva os recursos naturais, além de diminuir a carga econdmica da
compra de fertilizantes nitrogenados para a producdo agricola.

9.3 Microrganismos diazotroficos de vida livre

Gracas ¢ sua vantagem na captacdo de N, os diazotréficos de vida
livre sGo pioneiros na colonizacdo de nichos pobres neste nutriente dentro
dos mais diferentes ecossistemas (KENNEDY; TCHAN, 1992). As bactérias
de vida livre foram as primeiras diazotréficas a serem reconhecidas por
Sergei Winogradsky. Ele conseguiu isolar pela primeira vez a bactéria que
chamou de Clostridium pastorianum (mais tarde renomeada como C.
pasteurianum). Estudos envolvendo apenas a entrada de N via FBN por
microrganismos de vida livre em florestas tropicais de Porto Rico estimaram
que a taxa anual de N fixado era em torno de 3 a 12 kg de N/ha em
floresta com altitude mais baixa, e enfre 1 e 8 kg de N/ha em floresta com
altitude elevada (CUSACK et al., 2009).

As bactérias aerdbias sdo as mais comumente encontradas como
fixadoras de N, nos solos, sendo mais reconhecidas as bactérias da familia
Azotobacteriaceae. As bactérias microaerofilicas, comuns na rizosfera de
cana de acucar, compreendem os géneros Azospirillum e Herbaspirillum.
No que se refere as taxas de FBN, estas podem variar significativamente
dentro de um mesmo ambiente. A FBN pode ser mais ativa em dreas do
ecossistema em que a demanda e as perdas de N sdo relativamente mais
altas.Umexemplo descrito porHedin et al (2009) apresenta-se naserapilheira
em avancado estado de decomposic@o, onde as altas relacdes C/N
aumentam a demanda de N-combinado, estimulando a atividade de
fixadores. Reed et al. (2007) observaram, numa floresta tropical, durante o
processo da decomposicdo da serapilheira, a existéncia de um aumento
da FBN de vida livre. Assim, o aporte de N por FBN de vida livre pode ser
critico em determinadas situacdes como, por exemplo, na decomposicdo
foliar, ou reposicdo de perdas de N (HEDIN et al., 2009).

Outras bactérias diazotfréficas de interesse agricola sdo as
cianobactérias que, apesar de sobreviverem em vida livre, também
estabelecem associacdescomdiversosmembros doreino vegetale podem
contribuir em grandes proporcdes com o nitfrogénio fixado (PRASANNA et
al., 2012). Tem destaque neste ponto a colonizacdo de cianobactérias em
ambientes pobres em nitrogénio, ou associadas & filosfera das plantas em
ambientes naturais.
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9.4 Microrganismos associativos

Este grupo de microrganismos fixadores de N, € caracterizado
pela ocupacdo de nichos diretamente relacionados com a existéncia de
plantas. Dessa forma, mesmo esta interacdo entre planta e microrganismos
ndo sendo essencial ao processo de fixacdo do nitrogénio, a plantarecebe
parte deste nutriente transformado pela atividade microbiana. Dentre as
comunidades bacterianas que podem atuar neste processo e estdo em
associacdo com as plantas, destacam-se as comunidades bacterianas da
rizosfera e as endofiticas (ANDREOTE et al., 2014). Porém, deve-se destacar
que muitas das bactérias associativas passam parte de suas vidas como
enddfitas e parte sobrevivendo na rizosfera (JAMES et al., 2007).

A caracteristica de obter nitrogénio da atmosfera de forma
independente de interacdes bioldgicas dd uma grande vantagem
ao estudo deste grupo de microrganismos. O isolamento de bactérias
diazotréficas associativas ocorre de forma diferente do que é realizado
para bactérias diazotréficas simbidticas. Neste caso, o isolamento é feito
com o uso de meios seletivos que permitam o isolamento de diazotréficos
a partir de comunidades com alta diversidade de espécies como as
que ocorrem no ambiente eddfico. A principal caracteristica seletiva
destes meios € a auséncia de N na forma combinada, o que inibe a
multiplicacdo de outras bactérias, permitindo apenas a multiplicacdo de
grupos bacterianos capazes de utilizar o N, mesmo na auséncia da planta
hospedeira.

9.4.1. Microrganismos endofiticos

Os enddfitos sdo, de maneira geral, caracterizados como o0s
microrganismos que vivem em tecidos internos da planta, sem causar
mal ao hospedeiro. Segundo Azevedo et al. (2000), microrganismos
endofiticos sdo os que colonizam os tecidos internos da planta sem causar
danos aparentes ao hospedeiro e sem produzir estruturas externas visiveis,
diferenciando-se das bactérias formadoras de nddulos e de fungos
micorrizicos (que ndo deixam de ser enddfitos). Segundo classificacdo de
Baldani et al. (1997) e Hardoim et al. (2008), os microrganismos associativos
podem ser classificados em dois grupos: os endofiticos facultativos, que
sobrevivem tanto na rizosfera quanto no interior das raizes e os endofiticos
obrigatdrios, que sobrevivem apenas no interior das raizes. Entretanto,
existem vdrias bactérias diazotréficas que passam algum tempo como
saproéfitas no solo, alternando com os periodos de vida endofitica.
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Muitos estudos buscam descrever o papel das bactérias endofiticas
no desenvolvimento vegetal. Dentre estas, as mais numerosas relacionam
a ocorréncia destes grupos nas plantas com a capacidade que as mesmos
tém de suprir o hospedeiro com formas assimildveis de nitrogénio.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio foi descrita inicialmente em
bactérias de vida livre, porém, em bactérias associativas, esta € mais
amplamente distribuida em gramineas. Em cana-de-acucar, este processo
€ de extrema importdncia, sendo desempenhado primordialmente por
bactérias diazotroficas endofiticas. Um exemplo sdo as bactérias do género
Azospirilum (BALDANI et al., 1996) que, através da FBN, podem proporcionar
ganhos de até 30% de produtividade nesta cultura. Outro grupo de grande
importdncia nesta cultura é representado pelo género Herbaspirillum,
considerado uma bactéria endofitica obrigatdria, com baixa sobrevivéncia
no solo (JAMES et al., 2007). Sua principal caracteristica € colonizar o interior
dos tecidos vegetais, podendo transferir mais eficientemente para a planta
os compostos nitfrogenados produzidos. Em contrapartida, estas ndo
sofrem limitacdes de substéncias ricas em carbono, que sdo fransferidas da
planta hospedeira para a bactéria. No entanto, para cana-de-acucar, a
espécie protagonista da fixagdo bioldégica do N, € a Gluconoacetobacter
diazotrophicus, eficiente na colonizacdo interna da planta, ocupando os
espacos intercelulares, ricos em sacarose e com pH baixo, sugerindo que a
localizacdo da bactéria na planta estd relacionada ao seu requerimento
nutricional e toler@ncia as condicdes desfavordveis a sobrevivéncia para
a maioria das outras bactérias endofiticas (OLIVARES et al., 1997).

De acordo com Sala et al. (2007) foi demonstrado que algumas
bactérias também sdo capazes de colonizar o interior das raizes de outras
culturas como, por exemplo, Burkholderia vietnamiensis encontrada em
plantas de milho e de cana-de-acuUcar, Serratia marcescens, isolada de
raizes de plantas de arroz, e Achromobacter insolitus e Zoogloea ramigera,
em plantas de trigo (SALA et al., 2008). A inoculacdo de arroz e trigo com
bactérias endofiticas tem mostrado resultados em ganhos significativos de
producdo e economia no uso de fertilizantes, chegando a acumular 20 a
30% do nitrogénio existente na parte aérea por esse processo (CANUTO et
al., 2003).

De forma geral, pode-se considerar que a grande maioria das
plantas (sendo sua totalidade) depende em parte do fornecimento de
nifrogénio promovido por microrganismos que colonizam seus tecidos
internos. O crescente niUmero de estudos que descrevem este processo
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nas plantas faz com que seja possivel sugerir que ndo hd plantas que
desprezam este valioso servico da microbiota associada.

9.4.2. Microrganismos rizosféricos

A rizosfera é a fracdo do solo que sofre influéncia da liberacdo de
exsudatos de raiz (ver capitulo 4). A comunidade microbiana que sobrevive
nesse ambiente e sofreinfluéncia dos exsudatos daraiz sGo os microrganismaos
rizosférico. A interacdo entre planta e microrganismos da rizosfera pode
sofrer muitas alteracdes com o ambiente, sendo uma comunidade muito
sensivel a variacdes ambientais (ANDREOTE et al., 2014). As bactérias que
sdo capazes de colonizar e persistir na regido rizosférica das plantas sdo
denominadas rizobactérias (WELLER; THOMASHOW, 1994).

Algumas rizobactérias sdo importantes bactérias fixadoras de
nitrogénio atmosférico com destaque para as dfiliadas aos géneros
Azotobacter, Acefobacter, Azospirillum, Burkholderia, Pseudomonas e
Bacillus (KLOEPPER et al., 1989). A importéncia da fixagdo bioldégica do N,
na rizosfera € grande, sendo esta caracteristica relacionada a diversos
processos de sobrevivéncia neste ambiente. Primeiramente, a capacidade
de um organismo obter sua nutricdo nifrogenada de uma fonte inexplorada
pela maioria de seus competidores € uma vantagem no ambiente
rizosférico. Adicionalmente, considerando que a planta exsuda uma série
de compostos carbdnicos, com estruturas especificas e direcionadas a
organismos especificos (como discutido no capitulo 4), € mandatdrio que
0 organismo receptor seja apto a complementar a nutricdo fornecida pela
planta, rica em C, para que este possa ter seu metabolismo eficientemente
ativado pelos compostos liberados na exsudacdo radicular. Assim sendo,
dentre as caracteristicas desejaveis a estes organismos estd a fixagcdo do N,

A Uutilizacdo prdtica deste recurso deve aprimorar o estimulo da
ocupacdo do ambiente rizosférico por bactérias promotoras da FBN. Alguns
estudos mostram este efeito, com destaque neste ponto para as bactérias
dos géneros Enterobacter e Azospirillum, eficientes colonizadores darizosfera
de milho. Nesta cultura foi estabelecido, pela técnica da diluicdo do N
isétopo ('°N), que existe uma conftribuicdo significativa de FBN realizada por
bactérias da rizosfera (GARCIA DE SALAMONE et al., 1996).
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9.4.3. As cianobactérias

As cianobactérias pertencem a um dos mais importantes, maiores e
mais diversificados grupos de bactérias existentesno planeta. Acapacidade
dereadlizar fotossintese similar & de plantas € uma caracteristica universal das
cianobactérias que as distingue de todas as outras bactérias. Acredita-se
que esses microrganismos foram os primeiros organismos a liberar oxigénio
elementar na atmosfera primitiva (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As cianobactérias séio os Unicos microrganismos capazes de realizar
esse tipo de fotossintese e a fixacdo bioldégica de nitrogénio. Todas as
cianobactérias sdo capazes de realizar fotossintese, porém o processo de
fixacdo de nitrogénio atmosférico ndo estd presente em todos os grupos
de cianobactérias descritos. Nos grupos de cianobactérias fixadores
de N, este processo € separado da fotossintese temporalmente ou
espacialmente. A separacdo espacial é dirigida principalmente pela
incidéncia de luz sobre a célula das cianobactérias, processo este que
dispara a ocorréncia do processo fotossintético e inibe a fixacdo bioldgica
no N, (uma vez que a nitrogenase € sensivel a presenca de O,, produto final
da fotossintese). Complementarmente, na auséncia de luz, a quantidade
de O, no interior das células & diminuido, dando origem ao ambiente
propicio para a fixagdo biolégica do N,. J& a separacdo espacial € feita
por espécies de cianobactérias capazes de formar células diferenciadas,
denominadas heterocistos. O heterocisto possui parede celular mais
espessa e um blogueio no fotossistema ll, o que limita a ocorréncia de O,
no interior destas células. Dessa forma, além de proporcionar condicoes
para o bom funcionamento da enzima nitrogenase, também tem a funcdo
de abastecer todo o resto do flamento com os compostos nitrogenados
formados pela fixacdo do nitrogénio (ADAMS; DUGGAN, 1999) (Figura 9.1).

A expressdo dos genes do desenvolvimento dos heterocistos e
FBN se ddo somente quando a fonte de nitrogénio no ambiente passa
a ser limitada. Assim, espécies fixadoras de nitrogénio sdo encontradas
preferencialmente em locais com baixa quantidade de N no solo (STARKS
et al., 1981). Espécies do género Nostoc estdo entre as cianobactérias mais
reconhecidas pela sua capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio
nos mais diversos ambientes (DODDS et al., 1995).

A fixacdo bioldgica promovida pelas cianobactérias parece ter
grande import@ncia em ambientes naturais, onde a longevidade das
folhas d& base ao desenvolvimento de comunidades microbianas mais
estruturadas na filosfera, dando as cianobactérias local de destagque na
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obtencdo de nitfrogénio neste ambiente oligotrofico. Assim, pode-se aftribuir
grande parte do aporte de nitrogénio em ambientes naturais a atividade
de cianobactérias colonizadoras da filosfera. No campo agricola, sabe-se
da importéncia das cianobactérias na cultura de arroz (KNAUTH, 2005),
onde existe a descricdo da efetiva associacdo entre cianobactérias do
género Anabaena com a planta aqudtica Azolla. Esta planta tenra, com
tecidos que apresentam baixissima relagcdo C/N, obtém a maior parte
do nitrogénio para sua nutricdo a partir da colonizacdo de suas folhas
reticuladas por cianobactérias do género Anabaena. Esta associacdo foi
entdo explorada comercialmente em dreas de cultivo de arroz irrigado,
onde o cultivo prévio desta planta aqudtica mostrou-se eficiente em
aumentar o nitrogénio dissolvido no solo apds a incorporacdo da biomassa
de Azolla cultivada previamente ao ciclo de cultivo de arroz.

Figura 9.1 - Tricomas de cianobactérias contendo heterdcitos (ordem Nostocales).
(A) Brasilonema octagenarum; (B) Tolypothrix sp.; (C e D) Nostoc spp.
Barras: 10 um. (Fotos: Ana Paula Dini Andreote e Marli de Fatima Fiore)
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Tanto bactérias diazotréficas associativas quanto de vida livre tém
a capacidade de estimular o crescimento das plantas por mecanismos
diretos, como também por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio
ou producdo de fitormbnios, ou de maneira indireta, atuando contra
patdgenos. Por esse motivo, as bactérias diazotréficas associativas sdo
também consideradas rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCP) e assumem papel importante na interacdo com raizes de plantas
e ciclagem de nutrientes (MOREIRA et al., 2010). As rizobactérias foram
alvo de atencdo em processos de biorremediacdo, pois, embora ndo
possam atuar sobre os compostos inorgdnicos, podem degradar € mesmo
mineralizar compostos orgénicos em associacdo com plantas (ZHUANG et
al., 2007).

Algumas espécies dos géneros Pseudomonas, Azotobacter e Bacillus
sdo capazes de liberar fitormdnios como o dacido indolacético (AlA),
giberelinas ou citocininas na rizosfera de plantas, exercendo um efeito
estimulador do crescimento da planta, especialmente nas fases iniciais da
germinacdo de sementes. E possivel também que essas bactérias possam
suprimir doencas causadas por microrganismos fitopatogénicos através da
producdo de siderdforos, sintese de antibidticos e enzimas (LUGTENBERG;
KAMILOVA, 2009).

Vdrios estudos tém mostrado a habilidade de diferentes espécies
bacterianas em solubilizar compostos de fosfato inorgdnico, convertendo
o fosfato insolUvel em formas solUveis nos solos, e tornando-o disponivel
para as plantas, como ocorre com bactérias dos géneros Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium e outros
(ESTRADA, 2015).

Importante ressaltar ainda que algumas bactérias promotoras de
crescimento vegetal produzem a enzima 1-aminociclopropano-1-dcido
carboxilico desaminase (ACC desaminase). Essa enzima pode ser parte de
um mecanismo que estimula o crescimento vegetal e garante que niveis
de efileno sejam menores em plantas em desenvolvimento ou estressadas.
A producdo de etileno na planta é consequéncia de uma resposta das
plantas a diferentes formas de estresse ou infeccoes patogénicas. Quando
as células vegetais percebem as moléculas de efileno, desencadeiam
processos de resposta ao estresse, levando a senescéncia as células
proximas ao sitio de producdo de etileno e causam a abcisdo de frutos ou
folhas, o desenvolvimento de doencas e ainibicdo do crescimento vegetal
(LUVIZOTTO, 2008). Com isso, € de interesse que bactérias promotforas de
crescimento vegetal possam controlar os niveis de etileno enddégeno nas
plantas.



Fixacdo biolégica de nitrogénio associativa e de vida livre 143

9.6. Fatores que afetam a FBN de Bactérias Associativas

As bactérias diazotroficas, tanto simbidticas quanto associativas ou
de vida livre, desempenham um papel importante na regulacdo das taxas
de fixacdo de N nos ecossistemas. A taxa de nitrogénio fixado pode ser
potencialmente afetada pordiversos fatores como: temperatura, umidade,
concentracoes e disponibilidade de P, Mo, N e C (REED et al., 2011). Alguns
estudos tém demonstrado também que variacdes da concentracdo e
disponibilidade de C e P e do pH estdo correlacionadas com variagcdes na
composicdo das comunidades diazotroficas e diferencas nas taxas de FBN
(TENG et al., 2009).

Os mecanismos de controle bidticos ou abidticos da FBN associativa
estdointimamente ligados com a funcionalidade do ecossistema, e as taxas
de FBN nos mesmos diferem em funcdo da variabilidade da distribuicdo dos
microrganismos no ambiente e da heterogeneidade espacial e temporal
dos atributos fisicos e quimicos (REED et al., 2011). Comumente a distribuicdo
espacial da FBN de vida livre estd associada com hotspots de atividade.
Nesses hotspots de FBN ocorre maior intensidade e estabilidade devido
a maior diversidade populacional de diazotréficos (REED et al., 2010). A
variacdo temporal nas taxas de FBN de vida livre € comum. Variagoes
entre as estacoes do ano sdo muito significativas e geralmente associadas
a variacdo da luz, temperatura e precipitacdo (HEDIN, 2009; STEWART et
al., 2011).

Esta grande variabilidade espacial e temporal da FBN realizada
por organismos ndo-simbidticos se dd principalmente pela exposicdo
dos promotores deste processo a heterogeneidade e ao dinamismo do
ambiente. Isto tforna os organismos realizadores da FBN sujeitos a esta
modulacdo ambiental, o que ndo ocorre na interacdo entre rizdbios e
leguminosas. Desta forma, é de esperar que este processo seja sempre
menos eficiente do que o observado na interacdo simbidtica para o
suprimento de nitrogénio assimildvel a planta hospedeira.

9.7. Consideragoes Finais

Certamente, os microrganismos capazes de realizar a FBN de forma
independente da associacdo com as plantas possuem um papel ambiental
muito maior do que aquele desempenhado pelos fixadores simbidticos.
Por terem sua ocorréncia e atividade ndo limitada as plantas hospedeiras,
0s organismos fixadores de vida livre possuem outras funcionalidades
ambientais como, porexemplo, seu uso como bioindicadores de alteracdes
ambientais, ou sua ampla aplicacdo em processos de biorremediacdo,
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com destaque para aqueles relacionados d degradacdo de poluentes
ambientais ricos em carbono.

No entanto, sua ocorréncia em uma ampla diversidade de
organismos, atuante sob diversas bases metabdlicas e sob diferentes
condicdes ambientais, faz com que seu detalhado conhecimento e
utilizacdo sejam ainda dependentes de um maior nUmero de estudos, que
deem base a exploracdo racional e otimizada deste processo microbiano.

9.8. Estudo De Caso

Vocéacaboudesercontratadoporumaempresadebioinoculantes
para gramineas. Sua funcdo denfro da empresa € desenvolver um
produto a base de bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre que
promova o crescimento da planta por meio da disponibilizacdo de
nifrogénio. Explique como vocé faria a producdo deste bioinoculante
desde a obtencdo de uma estirpe eficiente até a producdo em larga
escala.
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Carituto 10

TRANSFORMAGCOES MICROBIANAS DO FOSFORO

Daniel Bini, Maryeimy Vardn Lopez

10.1. Infrodugdo

O fosforo (P) € um dos 17 elementos essenciais para o crescimento
vegetal (RAGHOTHAMA, 1999). Seu papel na planta estd associado a
processos de producdo de energia (ATP), fotossintese e respiracdo, além
de participar na sintese e composicdo de Acidos nucleicos, membrana
celular, reacoes de oOxido-reducdo, ativacdo/inativacdo de enzimas,
entre outros (HISINGER, 2001). E um elemento essencial finito, o qual tende
a ser estabilizado no solo, e que ndo apresenta aspectos de mudanca
de estado de oxidacdo ou formas gasosas na atmosfera, como aquelas
observadas nas transformacdes do carbono (C), nitrogénio (N) e enxofre

(S).

Nosolo, o P é pouco mdvelsendo encontrado basicamente naforma
orgénica (Po) e na fracdo inorgénica (Pi), representada principalmente
pelo fosfato (H,PO,), que € a forma predominante na solugdo do solo e
assimildvel pelas plantas e microrganismos do solo. A baixa mobilidade e
alta tendéncia & adsor¢cdo em oéxidos de Fe e Al torna o P deficiente na
maior parte dos solos brasileiros.

A dindmica do P no solo tem sido alvo de muitos estudos, a fim de
associar sua disponibilidade a sistemas de manejo eficientes em producdo
e decomposicdo de residuos, com o intuito de aumentar a produtividade
das culturas e as entradas de P ao solo, dando base a um decréscimo no
uso de fertilizantes. O conhecimento das tfransformacdes do P por meio
da microbiota do solo pode auxiliar neste ponto, promovendo melhorias e
maior sustentabilidade dos plantios.
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10.2. Ciclagem do Fésforo no Solo

O ciclo do P é caracteristicamente sedimentar, ou seja, este
elemento ndo apresenta componentes gasosos na sua ciclagem
(STEVENSON, 1994) (Figura 10.1). Os principais reservatoérios do ion fosfato
(PO,?) sGo asrochas, nas quais o P permanece ligado por um longo tempo,
caracterizando, portanto, uma forma de P ndo disponivel. A fonte primdria
de Pi é de rochas contendo formas de apatita (Tabela 10.1). Com o passar
dos anos, por processos geoquimicos, estas rochas sofrem degradacdo e
sdo fransformadas em solo por meio de um conjunto de fenémenos fisicos
e quimicos (infemperismo), com possivel liberacdo de PO,?. Na solugcdo do
solo, o ion fosfato pode ser absorvido pelos vegetais e microrganismos, os
quais o utilizam para formar compostos orgdnicos (conversdo de Pi para
Po). Essas formas orgdnicas (deposicdo na liteira, rizodeposicdo e/ou morte
vegetal) sdo posteriormente decompostas pela microbiota do solo, com
consequente retorno para a forma inorgénica. O Pi pode novamente ser
absorvido pela microbiota (biomassa microbiana), assimilado por plantas
e /ou fixado no solo (figura 10.1). Por ser soluvel, o PO, pode ser facilmente
carregado pelas chuvas até as dguas dos mares e dos rios e pode causar
eutrofizacdo desses ambientes.

residuos orgénicos
(animal e vegetal)

v
P organico

mineraliza¢do
\ 4

biomassa microbiana

(P-mic)
A
mineraliza¢do imobilizacdo
v
minerais de argila P disponivel rochas fosfatadas
(Fe, Al e Ca) fixagdo (PO 43') fertilizantes

assimilag¢do

plantas

Figura 10.1 - Esquema geral da ciclagem de P no solo.
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No solo o P pode ser fixado, tornando-se indisponivel para as plantas,
devido a estabilizacdo desse elemento junto aos minerais de argila, ou
devido a sua precipitacdo na presenca de oxidos de ferro e aluminio, os
quais ocorrem principalmente em solos tropicais. Neste aspecto, aacdo de
microrganismos solubilizadores de P no solo € importante para a reposicdo
de P disponivel (figura 10.1). Assim, a ciclagem do P envolve o solo, as
plantas e os microrganismos.

Tabela 10.1 - Reservatdérios naturais de fésforo na biosfera (Stevenson, 1994)

Reservatorios de P P total x 10'2 (kg)
-------- Oceanos --------
Sedimentos 840.000
Dissolvido (P1) 80
Profundeza (detritos) 0,65
Biota 0,050-0,12
-------- Terrestre --------
Solo 96-160
Rochas fosfaticas 19
Biota 2,6
Agua doce 0,09

10.3. Formas de P no Solo

A din@mica do fésforo no solo estd associada a fatores ambientais
que contfrolam a atividade dos microrganismos e as propriedades fisicas,
quimicas e mineraldgicas do solo, de forma que o solo pode ser fonte ou
dreno de P. Solos jovens e/ou moderadamente intemperizados (Vertissolos,
Chernossolos, Neossolos) podem atuar como fonte, j& que nestes ainda
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ocorrem formas de P em minerais primdrios, embora formas de Po ou Pi
sejam predominantes (SANTOS et al., 2008). J& solos com alto grau de
infemperizacdo (como os Latossolos) apresentam as formas de Piligadas &
fracdo mineral com alta energia e as formas orgdnicas estabilizadas fisica
e guimicamente, sendo considerados drenos de P. Para entender como
0s microrganismos atuam na ciclagem de P no solo deve-se conhecer as
formas de P e suas inferacdes com os organismos do solo.

O P total compreende as fracdes do P localizadas na solucdo ou na
fase sélida do solo. De modo simplificado pode-se considerar as formas de
P do solo como: P inorgdnico (Pi), P orgdnico (Po) e P microbiano (P-mic).
Essas formas podem ser consideradas Idbeis (tfrocdaveis) ou ndo Idbeis (ndo-
trocaveis) em funcdo da fase em que se encontram (como sélido ou em
solucdo). A seguir, segue uma rdpida caracterizacdo de cada fracdo:

P-inorganico (Pi): caracterizado pelas formas de P-labil (P-disponivel) e
P-ndo-labil (P-indisponivel). O P-disponivel € o P solUvel, assimilavel por
plantas e microrganismos do solo. Encontra-se na solugdo do solo nas
formas de dcido fosférico (H,PO,, dacido ortofosforico (H,PO,), dcido
monofosférico (HPO,?) e ion fosfato (PO,3), sendo que a presenca e
predomindncia de cada uma é dependente do pH da solu¢cdo do solo
(Figura 10.2.).

A quantidade de fosfato na solucdo do solo € muito baixa na maioria dos
solos tropicais, sendo sua concentracdo mais comum em torno de 1,0 mM
(0,03 ppm), que corresponde a um teor critico abaixo do qual a absor¢cdo
pelas plantas € muito dificil. Esses menores teores de P-Idbil sGo decorrentes
da alta fixacdo de Pi por minerais de argila (caulinita em solos brasileiros) e
oxidos de Fe e Al. Essa fixacdo de P categoriza o P-ndo-ldbil (P indisponivel)
do solo, uma vez que constitui a fase sélida no solo e, assim, ndo assimildvel
pelas plantas.
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Figura 10.2 - O esquema mostra a forma de P mais abundante em cada valor
de pH.

Frequentemente hd necessidade de solubilizacdo de P da
fase sélida para a solucdo, para suprir as necessidades das culturas.
Naturalmente, essa disponibilizacdo depende do pH, do teor de 6xidos,
da atividade microbiana e de outros fatores que alteram o equilibrio de P
da fase sélida/P solucdo (ANGHINONI; BISSANI, 2004; PAVINATO 2008). No
entanto, devido a necessidade de grande producdo de grdos em pouco
tempo, o incremento de P por meio da fertilizacdo fosfatada com fosfatos
solUveis & muito utilizado. Neste caso, o objetivo € gerar concentracdes de
Pina solu¢cdo do solo variando de 0,3 a 3,0 ppm, constituindo a faixa étima
de absorcdo de P pela maioria das culturas. Contudo, muito do fésforo
utilizado na fertilizacdo é fixado na fase sélida do solo.

P-organico (Po): Estima-se que o Po represente em torno de 5 a 40%
do P total do solo (RHEINHEIMER; ANGHINONI, 2003; SANTOS et al., 2008),
composto de valores entre 1 e 3% da matéria orgdnica. Além disso, o Po
mantém, de maneira geral, razées varidveis com o C orgénico e outros
nutrientes do solo, sendo em média de 5 a 20 para N/P e de 100 a 300 para
C/P, fatores estes que podem determinar aimobilizacdo ou a mineralizacdo
de P no solo pela microbiota.
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O fosforo orgdnico é oriundo dos residuos vegetais depositados
no solo, da biomassa microbiana e dos produtos de sua decomposicdo
(MARTINAZZO et al., 2007). Estima-se que o tecido vegetal geralmente
contém 0,05 a 0,5% de P.

No solo, as principais formas de Po est@o em moléculas como 0s
fosfatos diésteres (dcidos nucléicos e fosfolipidios), sdo bastante suscetiveis
ao ataque microbiano e representam uma fonte Idbil de P (Tabela 10.2).
Compostos que possuem alta carga residual, como os fosfatos monoésteres
(fosfatos de inositol) sdo fortemente adsorvidos aos coloides inorg&nicos
(6xidos de Fe, Al e Ca) e permanecem protegidos quimica e fisicamente
do ataque microbiano, dificultfando a mineralizacdo e favorecendo o seu
acumulo no solo (STEWART; TIESSEN, 1987; HINSINGER, 2001). Devido a essas
propriedades, a manutencdo da matéria orgdnica do solo em sistemas
agricolas pode estabilizar os dxidos de Fe e Al, impedindo a fixacdo de Pi
na fase sélida do solo (HINSINGER, 2001; VANCE, 2003).

P-microbiano (P-mic): constitui uma fragcdo muito varidvel de Po do
solo, a qual representa, em média, de 1 a 10% do P total, (RICHARDSON,
1994) e de 2 a 24% do Po (BROOK et al., 1984). De maneira geral, a

Tabela 10.2 - Formas de fésforo orgdnico no solo, estimadas em relacdo ao
fosforo orgdnico total (Stevenson, 1994)

Formas de Po no solo %
Fosfato de inositol 10 — 80
Fosfolipideos 0,5a7
Acidos nucleicos 3
Fosfoproteinas tracos

Fosfatos metabdlicos (ATP, etc.) tragos




Transformacdes microbianas do fésforo 155

biomassa microbiana é considerada matéria orgdnica de réapida ciclagem
(KASCHUK et al., 2010) e pode ser dreno ou fonte de P. Muitas formas de Po
enconfradas no solo, como fosfolipidios e dcidos nucléicos, sdo de origem
microbiana (STEVENSON, 1994).

Mesmo o P-microbiano ndo sendo prontamente disponivel para
as plantas, este & um reservatério dindmico do P nos solos. Assim, quanto
mais pobre em P disponivel for o sistema, maior € a dependéncia das
formas orgdnicas, sobretudo do P armazenado na biomassa microbiana
que absorve e imobiliza P da solu¢cdo do solo e o libera gradativamente
(GATIBONI et al., 2008).

De modo geral, ao longo do uso do solo para a producdo vegetal,
as formas Idbeis de P diminuem e as formas ndo-ldbeis aumentam,
sobretudo as inorgdnicas. Neste aspecto, a importdncia do Po aumenta
e 0s processos bioldgicos orquestrados pelos microrganismos do solo
tornam-se protagonistas na disponibilizacdo de P para as plantas e outros
organismos do solo (CROS; SCHLESINGER, 1995, PAVINATO 2008).

10.4. Transformagoes Microbianas do P no Solo

Bactérias e fungos estdo envolvidos nos processos de solubilizacdo
e mineralizacdo de P no solo, desempenhando um importante papel no
ciclo biogeoquimico desse elemento (Richardson, 2001). Soma-se a isso
o fato de que os microrganismos podem modificar a forma na qual as
plantas adquirem P do solo, por exemplo: por meio da colonizagdo das
suas raizes por fungos micorrizicos, liberacdo de fitormdnios (que promovem
o crescimento de raizes), estimulo a excrecdo de dcidos orgdnicos e ions
hidrogénio, producdo de siderdforos e producdo de enzimas fosfatases.
No entanto, neste capitulo serdo abordados apenas os processos de
transformag¢des microbianas de P no solo regidos por: 1) solubilizacdo de P
ligado aos 6xidos e argila; 2) mineralizacdo de Po e imobilizacdo de P. No
capitulo 12 serdo apresentadas as caracteristicas das micorrizas.
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10.4.1. Microrganismos responsdveis pela Solubilizagdo de P

A presenca de microrganismos solubilizadores, ou também
chamados de mobilizadores de P, tem sido constatada na maioria dos solos
investigados (JONES et al., 1991; NAHAS et al., 1994, ESTRADA, 2015). Além
disso, o tipo de solo, aidade e a espécie de planta afetam o processo de
solubilizacdo (Odunfa e Oso, 1978), sendo que leguminosas e gramineas
apresentam grande incidéncia de microrganismos solubilizadores de P em
sua rizosfera e, consequentemente, nos solos cultivados com estas plantas
(SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982).

O mecanismo da solubilizacdo do Pi adsorvido, (fixado) nos minerais
de argila e/ou éxidos de Fe e Al no solo estd relacionado principalmente
com a producdo e liberacdo de dcidos orgdnicos e dcidos inorg&nicos
produzidos por plantas e microrganismos. Em particular, os microrganismos
envolvidos na solubilizacdo do Pi excretam dcidos orgdnicos (lactico,
glicdlico, citrico, oxdlico, mdlico, succinico e tartdrico) e seus prétons
associados, que atuam dissolvendo diretamente o material fosfatado
ou quelando os cdations (Ca, Mg, Fe, Al, Mn e Zn) que acompanham o
anion fosfato, liberando-o no sistema (RICHARDSON et al., 2011; HU et al.,
2009; MAHDI et al., 2011) (Figura 10.3). Essa propriedade quelante é mais
relacionada aos hidroxidcidos, compostos aromdaticos, acUcares acidos e
substancias hUmicas. Neste caso, a qualidade do dcido orgdnico liberado
€ mais relevante que a quantidade.

Osdcidosinorgdnicostambém podem contribuir para asolubilizacdo
de P, muitos deles provenientes de processos microbianos. Neste caso, os
processos de oxidacdo do N-amoniacal e do enxofre, além da respiracdo
microbiana e de raizes podem produzir dcidos (dcidos nitrico, sulfurico e
carbdnico, respectivamente) que podem atuar sobre as rochas fosfatadas
e levar ao aumento do Pi ldbil no solo.

fosfatos de Ca, Fe e Al
(insoluveis)

Quelatos (metal
complexado) /
Liberagdo de P

soluvel

dcidos orgdnicos
(citrico, oxdlico,
Idtico, succinico, etc)

exsudagdo radicular /
atividade microbiana

| minerais primarios
(ex..: apatita)

Figura 10.3 - Mecanismos de solubilizacdo de fosfato no solo.
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A capacidade de liberar dcidos (orgénicos e/ou inorgdnicos) para
0 meio caracteriza os microrganismos solubilizadores de P no solo. Entre as
bactérias, os géneros Bacillus, Micrococcus, Pseudomonas, Burkholderia,
Rhizobium, Agrobacterium, Azotobacter, Erwinia, entre outros, sGo capazes
de solubilizar P devido & producdo de dcidos orgdnicos (RODRIGUEZ;
FRAGA, 1997; KHAN et al., 2007; MAHDI et al., 2011). Os géneros Aspergillus e
Penicillium sGo os representantes de fungos mais conhecidos na producdo
de dcidos orgdnicos e sdo eficientes solubilizadores de P (SABER et al., 2009;
COUTINHO et al., 2012). Esses fungos apresentam também a capacidade
de solubilizar P proveniente de fertilizantes fosfatados (COUTINHO et al.,
2012).

Podemos destacar também a atuacdo dos fungos ectomicorrizicos
associados as raizes das plantas, os quais apresentam grande capacidade
de mobilizarP do solo, sendo extremamente benéficos as plantas, em virtude
de produzirem as condicdes necessdrias para a solubilizacdo de P, como:
producdo e liberacdo de dacidos orgdnicos, aumento da concentracdo
de CO, narizosfera, aumento das populagdes de bactérias solubilizadoras
de P, producdo de agentes quelantes e estimulo a atividade das fosfatases
(veja capitulo 4). Entretanto, para os fungos micorrizicos arbusculares
verificou-se que estes ndo atuam na solubilizacdo de compostos de P,
porém suas hifas apresentam grande afinidade pelos ions fosfato, eles
exploram um volume de solo muito maior que a raiz e também atuam na
producdo de fosfatases (SILVEIRA; CARDOSO, 2004) (ver capitulo 12).

Muitos trabalhos demonstram a capacidade de bactérias e fungos
em solubilizar P em condicdes laboratoriais (in vitro e em experimentos
conduzidos em casa de vegetacdo), com aumento no crescimento
vegetal e maior concentracdo de P nos tecidos vegetais. No entanto,
quando esses modelos sdo levados para campo resultados inconsistentes
s@o observados (JAKOBSEN et al., 2005; KHAN et al., 2007, 2010; HARVEY et
al., 2009; ZAIDI et al., 2009). Isso € atribuido a varios fatores, como & falta de
persisténcia e competitividade dos microrganismos introduzidos no solo e
ao pouco conhecimento sobre os fatores que afetam o desenvolvimento
destes microrganismos, da planta ou dos dois em condicdes naturais
(RICHARDSON, 2001; KHAN et al., 2007; ZAIDI et al., 2009). Alem disso, deve-
se considerar o tipo de solo, uma vez que a mineralogia e quimica dos
solos influenciam negativa- ou positivamente a ciclagem de P.
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10.4.2. Microrganismos atuantes na Mineralizagdo e Imobilizagdo de P

A matéria orgdnica do solo pode ser considerada uma fonte
importante de P para as plantas e microrganismos. A utilizacdo do Po
como fonte de P pelas plantas pode ser maximizada quando residuos
vegetais sdo lentamente decompostos, proporcionando um sincronismo
entre a disponibilidade de Pi e o crescimento da planta, com menos perda
por adsorcdo no solo (Figura 10.3).

O processo de mineralizacdo do P consiste na transformacdo da
forma orgdnica para fésforo soluvel, promovida pela acdo de hidrolases
liberadas pelas raizes de plantas e microrganismos, sendo que estas sdo
denominadas fosfatases (REJSEK et al., 2012).

As fosfatases sdo enzimas extracelulares que catalisam monoésteres
em uma faixa de pH 6timo. Para tanto, as fosfatases sdo classificadas
como dcidas (pH 6timo em torno de 6,5) ou alcalinas (pH &timo em
torno de 11) (REJSEK et al., 2012). A fosfatase dcida é produzida tanto por
microrganismos (principalmente fungos) quanto por plantas, enquanto que
a atividade da fosfatase alcalina nos solos parece ser atribuida totalmente
aos microrganismos ((NAKAS et al., 1987; TARAFDAR et al., 1988)).

Quando essas enzimas atuam sobre o substrato inositol-hexafosfato,
sdo denominadas fitases. No entanto, a acdo da fitase € muito dificultada,
uma vez que o inositol-hexafosfato é fortemente adsorvido aos coldides do
solo e protegido da acdo enzimdtica, conforme comentado anteriormente.
Formas mais Idbeis de P orgdnico como os dcidos nucléicos e fosfolipidios
s@o mais facilmente mineralizados pelas fosfatases, sendo estas as formas
mais representativas de mineralizacdo de P no solo.

A producdo das fosfatases é resultado de modificagdes bioquimicas
a nivel celular, desencadeadas primordialmente pela diminuicdo da
absorcdo de P pelos microrganismos (RHAGHOTHAMA, 1999), o que explica
o aumento da sua atividade no solo quando os sistemas tém baixos teores
de P disponivel (OBERSON et al., 1996; CONTE, 2001). Estima-se que cerca
de 30 a 50% dos isolados de microrganismos do solo apresentam atividade
de fosfatase. Por exemplo, bactérias fixadoras de N, como os rizébios do
feijdo, apresentam grande capacidade de produzir fosfatases, quando
em condicdoes de deficiéncia de P, a fim de manter altas concentracdes
de P nos nédulos em virtude da alta necessidade desse nutriente para a
fixac&o bioldgica de nitrogénio (ARAUJO et al., 2008).
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Alguns autores afrmam que a mineralizacdo do Po acompanha a
mineralizacdo do C orgénico (TIESSEN et al., 1992), enquanto outros (MCGILL;
COLE, 1981) propdéem que a mineralizacdo do P pode também ocorrer
de forma independente da mineralizacdo das estruturas carbonadas.
Neste aspecto, um ponto a ser considerado é a relacdo C/P da matéria
orgdnica. Em geral, residuos com baixa relacdo C/P (200/1) favorecem a
mineralizacdo de P no solo. Em contrapartida, residuos com relacdo C/P
maior que 300/1 favorecem aimobilizacdo do P pela biomassa microbiana.
A taxa de imobilizacdo de P vai depender da qualidade do residuo em
decomposicdo e da disponibilidade de carbono e nitrogénio no solo.
Se a concentracdo de P no residuo exceder  demanda celular poder-
se-A observar um aumento de Pi disponivel através da mineralizacdo. Por
outro lado, se este residuo apresentar concentracdes de P abaixo dos
valores requeridos para a construcdo da biomassa microbiana, este deve
ser suprido pelo Pi disponivel na solucdo do solo, o que vai empobrecer
a solucdo do solo em P. Geralmente as relagcdes C/P enconfradas em
solos situam-se na faixa de 100 a 300/1, enquanto que a relacdo C/P da
biomassa microbiana estd proxima de 30/1 em bactérias.

A imobilizacdo de P pelos microrganismos gera um compartimento
do solo denominado de P microbiano (P-mic). O P absorvido pelos
microrganismos tem funcdo essencial na célula relacionada aos processos
metabdlicos (formacdo de estruturas orgdnicas, fosfolipidios e dacidos
nucléicos) e geracdo de energia (ATP). No solo, o P microbiano pode
funcionar como um moderador dos fendmenos de adsor¢cdo, imobilizando
temporariamente o fésforo e evitando assim sua adsorcdo especifica e
mais permanente aos coldides inorgdnicos do solo (TATE et al., 1991; CONTE
et al., 2001; MARTINAZZO et al., 2007).

10.5. Consideracgoes Finais

E notéria a importancia do fésforo, tanto no ciclo biogeoquimico
natural do planeta quanto nos ciclos antréopicos de producdo de alimentos.
E também fato que ambos os ciclos estdo severamente comprometidos
pelo descaso e desperdicios cometidos pelo homem no gerenciamento
e disposicdo deste mineral. O P é considerado um recurso natural ndo
renovavel, de relativa escassez, pouco modvel e com alta tendéncia
a fixacdo em solos tropicais. Estima-se que, se toda quantidade de P
acumulado nos solos agricolas afravés da fertilizacdo fosfatada pudesse
ser disponibilizada para as plantas, este seria suficiente para sustentar a
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demanda dos plantios por aproximadamente 100 anos. Portanto, muitos
solos podem apresentar valores de P total elevados, emboraisso represente
pouca vantagem, pois grande parte estd presa ou fixada nos coldides do
solo, ndo sendo fonte disponivel de P para as plantas.

Atualmente, um nUmero considerdvel de trabalhos tem sido
desenvolvido num esforco de encontrar alternativas para suprir as
necessidades de P para as plantas a um custo menor. Neste aspecto, a
microbiota do solo é de fundamental importdncia para a ciclagem de P
ocorrer nos ecossistemas, devido d capacidade de oxidacdo da matéria
orgd@nica (mineralizacdo) e solubilizacdo de fosfato natural (inorgénico),
fato este que foi negligenciado ou pouco relatado nos estudos e
sistemas de manejo nas Ultimas décadas. Com relacdo & solubilizagcdo
de P por microrganismos, estudos devem ser direcionados ndo apenas d
identificacdo de grupos com esse potencial, mas também na andlise da
sua atuacdo diretfamente no campo.

Praticas de manejo como o plantio direto e cultivo minimo podem
fornecer nutrientes e promovem melhorias nas condicdes bioldgicas
e fisicas do solo, com reducdo da fixacdo de fosfatos e aumento na
eficiéncia dos fertilizantes aplicados em solos. Os atributos quimicos e
fisicos aliados aos microbioldgicos do solo podem auxiliar em tecnologias
de cultivo mais eficientes, até mesmo na utilizacdo de fertilizantes pelas
culturas, prolongando a vida das reservas de fosfato e aumentando a
produtividade agricola. E, com certeza, a intensa utilizacdo da micorriza
pode contribuir para minorar o P total fixado em solos, disponibilizando
parte desse para as plantas e contribuindo para diminuir as quantidades
de adubos fosfatados aplicados.

10.4. Estudo de Caso
10.6.1. Estudo de Caso 1

Martinazzo et al. (2007), em estudos com rota¢cdo de culturas e doses
de fésforo, observaram que a adubacdo fosfatada aumentou o teor de P
na biomassa microbiana. No entanto, essaimobilizacdo de P foitempordria,
diminuindo ao longo do ciclo das culturas, e sua variacdo temporal
ndo foi acompanhada por variagcdes no teor de P disponivel. Segundo
estes autores, essas variacdes no P-microbiano em curto prazo podem
ser consideradas uma forma de retardar a adsorcdo do P aos coldides
inorgdnicos e melhorar o sincronismo entre mineralizacdo e absorcdo
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pelas plantas. Saunders e Metson (1971) sugerem que 0 armazenamento e
a liberacdo do P pela biomassa microbiana podem explicar as mudancas
sazonais na quantidade deste elemento na solucdo do solo.

Estudos utilizando isétopos marcados demonstraram que hd um
importante fluxo de P através da biomassa microbiana do solo, uma vez
que de 2 a 25% do P marcado adicionado ao solo sdo recuperados pela
microbiota (OEHL et al., 2001; OBERSON et al., 2002). Essa alta incorporacdo
pode ser explicada pelo aumento da atividade microbiana, sendo que a
ciclagem de P na auséncia de mudancas no P microbiano sugere uma
acdo conjunta entre a imobilizacdo e mineralizacdo do P pela microbiota
do solo. Além disso, a ciclagem do P microbiano e a concentracdo de P
na solucdo do solo podem ser estreitamente relacionadas, uma vez que hd
uma diminuicdo da atividade de P na solu¢cdo do solo com o aumento da
biomassa microbiana, sendo a biomassa microbiana uma das responsdaveis
pelo controle das concentracdes de P inorgdnico e orgdnico na solu¢cdo
do solo (SEELING; ZASOSKI, 1993).

Outros fatores que afetam a mineralizacdo e imobilizacdo de
Po estdo vinculados a efeitos positivos ou negativos sobre a atividade
microbiana, como: pH, aeracdo, temperatura, umidade, presenca de
plantas, adicdo de ferfilizantes, entre outros.

10.6.2. Estudo de Caso 2

Um agricultor fezuma consulta em sua empresa sobre a possibilidade
da utilizacdo de pd de rocha fosfatica em sua drea de producdo. As
duvidas que surgiram estdo relacionadas a possibilidade de substituir a
fosfatagem pela adicdo deste composto nas dreas de cultivo, e sobre as
varidveis ambientais que levam a solubilizacdo do fésforo contido neste
material. Elabore um documento expondo estes pontos, e dando uma
recomendacdo final ao produtor.
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Carituo 11

TRANSFORMAGOES DO ENXOFRE

Maryeimy Vardn Lopez, Daniel Bini, Marcus Venicius de Mello
Lourenco

11.1. Introdugao

O enxofre (S) € o décimo elemento mais abundante na terra, faz
parte da constituicdo de aminodcidos (cisteina e metionina), de vitaminas,
hormonios e de coenzimas e possui varios estados de oxidacdo, desde seu
estado de maior reducdo (S% sulfeto) até seu estado de maior oxidacdo
(SO,* Sulfato). Na natureza, ele compde aproximadamente 1% da matéria
seca da célula bacteriana. O segundo grande reservatorio estd na forma
de sulfato, encontrado nos oceanos (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001;
HAVLIN et al., 2005, KERTESZ et al., 2007; TOSTEVIN et al., 2014). Possui
grande importéncia nas reacdes quimicas e bioldgicas nos diferentes
ecossistemas, e seu ciclo se baseia na reducdo dissimilativa do sulfato,
reducdo assimilativa (imobilizacdo), respiracdo do enxofre elementar,
oxidag¢cdo e mineralizacdo (MUYZER et al., 2008).

No solo, o enxofre pode ser encontrado sob a forma de minerais
primdrios (sulfeto de ferro e gesso), pirita (FeS,), gipsita (CaSO,), e ainda
associado a combustiveis fosseis, deposicdo atmosférica (poeira), nas
chuvas (chuva dcida), nos residuos vegetais e animais, pesticidas,
fertilizantes ou na forma de ions sulfato. Essas diferentes formas sdo o reflexo
da variabilidade no potfencial redox apresentada por esse elemento,
indo do -2 (completamente reduzido) ao +6 (completamente oxidado)
(HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001).



168 Microbiologia do Solo

De modo geral, o sulfato (SO,?) € a forma presente na solugdo do
solo e assimilavel por plantas e microrganismos. No entanto, outras formas
oxidadas e reduzidas sdo caracteristicas deste elemento no solo, sendo
o conhecimento de como se originam essas formas de fundamental
importdncia para o manejo de culturas agricolas e florestais. (SCHERER,
2001; de KOK et al., 2005).

O Brasilimporta 90% do enxofre elementar (S,) que consome, devido
d pequena producdo nacional. O S é altamente utilizado na agricultura
brasileira  (aproximadamente 53% do total), seguido das indUstrias
quimicas, que utilizam os outros 47% para a producdo de dacido sulfurico
(parcialmente empregado na producdo de fertilizantes).

Nosolo, o enxofre sofre uma série de transformacdes biogeoquimicas,
a maioria promovida por microrganismos, que resultam na ciclagem do
enxofre. O ciclo do enxofre vem recebendo mais atencdo devido aos
possiveis problemas ambientais decorrentes da intensa utilizacdo de
combustiveis fésseis, gerando formas dcidas para a atmosfera, as quais
tém causado grandes problemas. O objetivo deste capitulo € apresentar
as principais formas de S do solo e relaciond-las aos processos microbianos
envolvidos na oxidacdo e reducdo deste elemento.

11.2. O S no solo

O enxofre pode ser encontrado em grandes quantidades na
crosta terrestre, em rochas sedimentares e na dgua do mar, mas o maior
reservatério € o solo. No solo este pode ocorrer sob formas orgénicas e
inorgénicas, sendo a sua disponibilidade dependente das caracteristicas
fisicas e quimicas do solo, como: pH, drenagem, composicdo mineraldgica,
teor de matéria orgdnica, quantidade e qualidade de residuos orgénicos
e profundidade do perfil do solo (SCHERER, 2009).

As formas orgdnicas do enxofre correspondem a 85-90% do totalde S
encontfrado nos solos, principalmente na biomassa e emresiduos orgénicos.
Entre os principais compostos temos os ésteres de sulfato (-O-SO3H) e os
radicais sulfidrilas (-SH ou -S-S). Uma alta quantidade de S é encontrada
na biomassa microbiana, representando de 1 a 3% do total do S orgdnico
no solo. Nos microrganismos o teor de S varia de 1 a 10 mg kg' de matéria
seca e a relacdo C/S de 60 a 85 para as bactérias e de 180 a 230 para
fungos. Aproximadamente 90% do S-org estdo ligados ao carbono em
forma de aminodcidos (C-S) ou na forma de éster (C-O-S). Os aminodcidos
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representam 30% do S-org do solo e os ésteres sulfatados constituem entre
20 e 65% do S orgdnico total. A relacdo carbono/enxofre (C/S) da matéria
orgdnica varia de 100 a 200:1, sendo esta variacdo relacionada ao tipo de
solo. Para os residuos vegetais pode ser encontrada uma relacdo C/S de
150 a 450 nas dareas florestais € nos solos agricolas uma relacdo C/S média
de 90:1 (FRENEY, 1967; TABATABAI, 1984; ERIKSEN, 2008).

J& as formas inorgdnicas correspondem a 10-15% do enxofre total
do solo, onde grande quantidade deste elemento ocorre sob a forma
de sulfeto de ferro ou pirita (FeS,), gipsita (CaSO,) ou sulfato (SO,?), este
Ultimo presente na solucdo do solo. Nos solos, o S-inorgénico pode se
apresentar em varios estados de oxidacdo (2-, 0, 2+, 4+ e é+), com maior
frequéncia dos estados 2-, 0 e 6+, sendo estes correspondentes as formas
de $2 §° e SO,2 (SUZUKI, 1999). Nos solos bem drenados, nos calcdrios de
regides daridas e semidridas, em cinzas vulcdnicas e na solugcdo do solo a
maior parte de S-inorgdnico encontra-se na forma de SO,*. Nas dreas de
p&ntano ou adsorvidas as particulas de argila ou nos complexos organo-
minerais encontram-se formas reduzidas como didxido de enxofre (SO,),
SO,* (téxico para os organismos). Em condi¢cdes anaerdbias, o SO 2> &
reduzido a $%, sendo o H,S a forma principal, um gd&s altamente voldtil e
caracterizado com odor forte (MUYZER; STAMS, 2008).

11.3. O ciclo do enxofre

De maneira simplificada, o ciclo do enxofre pode ser descrito
como apresentado na Figura 11.1. O SO,* € usado como aceptor final de
elétrons pelos microrganismos redutores de SO,*> durante a degradacdo
da matéria orgénica (1). A reducdo de SO,* produz $? e posteriormente
sulfeto de hidrogénio (H,S) (2). Como produto da redugdo de SO, o §?
pode ser posteriormente oxidado pelos organismos quimiolitotréficos para
enxofre elementar (8°) (3) e adicionalmente até SO,* (4). O SO,* também
pode ser derivado da deposicdo atmosférica de éxidos de enxofre (5) que
sao formados da oxidacdo quimica de H,S (6). Subsequentemente, o SO *
pode ser absorvido como um nutriente requerido pelos muitos seres vivos
(plantas e microrganismos) para formar S-org. (7) ou pode ser novamente
reduzido pelos microrganismos redutores de sulfato para S$? (2). Outra
biotransformacdo no ciclo do S inclui a reducdo do S° para S$?(8) e/ou a
oxidagdo para SO,* (9) (Figura 11.1).
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Figura 11.1 - Transformacdes de sulfato para sulfeto ocorrem em ambiente
anaerdbico e de sulfeto par sulfato em aerobiose.

Todos os processos relacionados a transformacdo do enxofre na
natureza, acima descritos, apresentam variagcdes no estado de oxido-
reducdo desse elemento. Essa variacdo € resultado da ocorréncia das
reacoes de oxido-reducdo, que sdo vitais para a manutencdo do sistema
(SCHERER, 2001; TOSTEVIN et al., 2014).

De maneira mais diddtica, os processos componentes do ciclo
do enxofre podem ser divididos em processos de reducdo, oxidacdo e
mineralizacdo/imobilizacdo do enxofre nos solos, a seguir apresentados de
forma mais detalhada.

11.3.1. Processos de reducdo do enxofre nos solos

Toda vez que um elemento ou uma molécula ganha elétrons, sofre
uma reacdo de reducdo. Este tipo de processo usa as formas de enxofre
em solos durante o processo de imobilizacdo deste elemento ou sob
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condicdes de baixo potencial redox, o que comumente estd relacionado
d anaerobiose neste ambiente. Este processo é encontrado em trés formas
no solo, chamados de: i) Reducdo Assimilativa, ii) Respiracdo do Enxofre
ou iii) Reducdo Dissimilativa (Tabela 11.1).

A Reducdo Assimilativa € um processo anabdlico que algumas
plantas e microrganismos possuem para incorporar $-SO,% e converté-loem
aminodcido ou outra molécula bioldgica, que usa como fonte a molécula
§2. De modo geral, 0 SO,* € transportado para o citoplasma e fosforilado,
originando a adenosina-5-fosfosulfato (APS) e o pirofosfato (PPi). Todas
essas etapas utilizam enzimas e consomem ATP. A APS pode ser reduzida
a S por duas vias, dependendo das caracteristicas do organismo; uma
via de reducdo direta de APS ou uma via de fosforilacdo que forma a
fosfoadenosina fosfossulfato (PAPS) (MEYER; KUEVER, 2007a, 2007b).

A Respiracdo do Enxofre ocorre em bactérias que se multiplicam
ufiizando compostos de carbono simples como acetato, etanol e
propanol em combinacdo com o enxofre elementar ($°), usado neste caso
como aceptor final de elétrons. Basicamente, neste processo, a matéria
orgdnica é oxidada e os elétrons sdo transferidos para o S°, originando S2.
Dessa forma este processo de reducdo do S € estritamente realizado em
condicoes anaerdbias (BURNS; DICHRISTINA, 2009).

Os principais géneros envolvidos na respiracdo do enxofre estdo
exemplificados natabela 11.1. AReducdo Dissimilativa do Sulfato acontece
quando os microrganismos utilizam o SO > como aceptor final de elétrons
para a degradacdo de compostos orgdnicos, resultando na producdo
de S?2. Estes organismos sdo anaerdbios, e se enconfram amplamente
distribuidos na natureza, conhecidos como microrganismos redutores do
sulfato (MRS), os quais podem também utilizar H, como um doador de
elétrons para permitir a reducdo do SO,* (CARDOSO et al., 1992; RABUS,
HANSEN; WIDDEL; 20046).

A reducdo de SO/* inicia-se com a sua entrada na célula. O
transporte do SO/* fransmembrana ocorre a partir de um gradiente
idnico (tal como H*/Na* sem gasto energético). O SO,* citoplasmatico
é fosforilado (ATP sulfirilase), resultfando na formacdo de adenosina-APS
(APS-adenilssulfatase) e pirofosfato (PPi). O adenosina fosfossulfato (APS)
formado éimediatamente convertido a sulfito e AMP antes da transferéncia
de elétrons ao sulfito (SO,?) para a formagdo de S? (MUYZER; STAMS, 2008).
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As reducdes de §O,? que ocorrem no ambiente sdo resultantes
de um consércio anaerdbico de bactérias e arquéias, que incluem
fermentadoras, redutoras de sulfato e metanogénicas, as quais atuam
em conjunto para mineralizar os compostos orgdnicos para didxido de
carbono e metano. No final da reducdo do sulfato se obtém sulfeto de
hidrogénio, o qual pode ser metabolizado por quimioautotréficos ou
fotoautotréficos e ser reoxidado, sendo possivel sua volatilizacdo para a
atmosfera (MUSSMANN et al., 2005; PEREIRA et al., 2011).

11.3.2. Processos de oxidagdo do enxofre nos solos

Semprequeumamoléculaperdeelétrons,estefendmenoéchamado
de oxidacdo. Na presenca do oxigénio, compostos reduzidos de enxofre
(§%-,§,0,%, 8% etfc.) podem ser oxidados por bactérias quimioautotroficas ou
quimiolitotréficas, enquanto que este processo € exclusivamente realizado
por bactérias fototréficas em condicdes anaerdbicas (GERMIDA; JANZEN,
1993).

Os quimioautotréficos podem oxidar sulfeto de hidrogénio (H,S)
para enxofre elementar (S°), o qual € depositado dentro da célula como
grénulos. A energia produzida por esta oxidagdo € utilizada para fixar CO,
para o crescimento celular por bactérias que fazem fotossintese (MUYZER;
STAMS, 2008). (Tabela 4).

A oxidacdo fotoautotrédfica do enxofre € limitada a bactérias verdes
e purpuras, realizando a denominada fotossintese anoxigénica. Este grupo
fixa carbono usando energia da luz e oxidando H,S para §° (SCHERER,
2009). Em seu metabolismo, o H,S serve como doador de elétrons para a
realizacdo do processo fotossintético. Essas bactérias precisam desse poder
redutor para fixar CO,. Nesse processo forma-se §°, o qual &€ depositado
infracelularmente (bactérias purpuras) ou extracelularmente (bactérias
verdes). Na auséncia de H,S, o enxofre pode ser oxidado até SO > (MUYZER;
STAMS, 2008). O S° pode ser usado como fertilizante apds ser oxidado a SO,
2, Diversos grupos microbianos sdo reportados por terem a capacidade
de readlizar esta oxidacdo, no entanto, pouco se conhece sobre eles nos
solos brasileiros. Assim, pesquisas nestas dreas tém permitido aumentar o
conhecimento sobre estes grupos especificos. Lucheta (2010) determinou,
em trés solos brasileiros, a taxa de oxidacdo de S°, a diversidade de bactérias
e arquéias envolvidas no processo, e isolou bactérias oxidantes com o fim
de determinar seu potencial como biofertilizante. Este autor encontrou
que a oxidacdo de S° varia de acordo com o tipo de solo sendo maior
a oxidacdo em solos arenosos que nos argilosos, além de mostrar que a
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oxida¢do de S° eleva a quantidade de sulfato e reduz o pH, principalmente
nos solos arenosos. Alguns isolados bacterianos afiliados a Acinetobacter,
Mycobacterium e Acidithiobacillus thiooxidans foram testados para avaliar
a capacidade de transformagdo do S° para SO, %, confrmando-se que A.
thiooxidans & a espécie mais eficiente, com capacidade de aumentar a
oxidagdo de $° para SO ,%. Isto demonstra o potencial dos microrganismos
para aplicacdo na agricultura.

Tabela 11.1 - Transformacdes bioldgicas do enxofre no solo e a diversidade
microbiana descrita como promotora das fransformacdes

Grupo Reacio Requerimentos do Géneros
ambiente
Acidiothiobacillus
Quimioautotroficas H,S > S° H,S, Achromatium
obrigatorias ou S > SO,* 0, Beggiatoa,
facultativas S,0,%> SO,* Interface de O, Sulfobacillus
Thiomicrospira,
Thermothrix
Fototroficos  anaerdbios H,S > S° Chlorobium,
que utilizam S reduzido S > SO,* Anaerodbico, H,S, luz Chromatium
como doadores de Ectothiorhodospira,
elétrons Rhodopseudomonas
Thiopedia
Heterotroficos que usam SO,>>HS: Anaerdbico; substrato Campylobacter
S oxidado como aceptor S,05>> HS" organico disponivel, Desulfomonas
final de elétrons S0-> HS- ndo requer luz. Desulfovibrio
SO; > HS- Desulfomatomaculu
m
Desulfomonas
Autotréficos que usam S HS—> S° Interface H,S-O, e Achromatium
reduzido como fonte de S® > S0,2 alta temperatura. Beggiatoa
energia. S,0:2> SO,* Atuam na Thiobacillus
biolixiviagao Thiomicropira
Heterotroficos que usam S-org>HS- Presenca de S- Diversos
S-orgénico (energia). S-org>S-volatil  orgénico. Presentes microrganismos
Ester SO,~S0,> em solos e (mineralizagdo)
sedimentos.
Microrganismos que SO,>>proteina Maioria dos
utilizam SO,* ou H,S na  HS>proteina Ocorre em solos e microrganismos.

biossintese SO,>>DMSP sedimentos
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11.3.3. Processos de mineralizagao/imobilizagao do enxofre nos solos

A Imobilizacdo é também chamada de reducdo assimilatdria
do SO,* (estudada no item anterior). Nesta etapa o S € assimilado
dentro dos compostos orgdnicos, obtidos a partir de SO > por plantas e
microrganismos, em um processo comum a todos eles, no qual ocorrem
as reagdes enzimaticas que levam a conversdo de SO, em cisteina. (LIU;
BEER; WHITMAN, 2012; MUYZER; STAMS, 2008).

Na mineralizacdo, a liberacdo de S das formas orgdnicas acontece
tanto em condicdes aerdbicas como anaerdbicas. Algumas enzimas
atuam sobre a cisteina especificamente para remocdo de formas de
S-org. Para tanto, a enzima serina sulfidrilase pode remover H,S e a enzima
cisteina sulfinidrilase pode remover sulfifo e amdnio a partir da cisteina.

A maioria do S-org encontra-se nos aminodcidos e nos ésteres de
sulfato. A mineralizacdo de S é influenciada por diferentes fatores que
afetam a multiplicacdo e a atividade microbiana no solo, especialmente:
o suprimento de energia e nutrientes, a relacdo C/S e a abunddncia de
S nos residuos orgénicos, umidade, pH, temperatura e potencial redox do
solo (ERIKSEN et al., 1998; HAVLIN et al., 2005; SCHOENAU; MALHI, 2008).

Em solos com boa areacdo, S-org € mineralizado para a forma de
SO,%. Materiais orgénicos com relacdo C/$<200 podem gerar um ganho
liquido de SO - para o solo. Em contfrapartida, se essa relagdo for maior que
400 pode ocorrer imobilizacdo de S na biomassa microbiana. (HOLGUIN;
VAZQUEZ; BASHAN, 2001; HAVLIN et al., 2005, KERTESZ et al., 2007).

11.4. Consideracgoes finais

O enxofre € um elemento essencial para o crescimento e
desenvolvimento dos organismos vivos, jd que € indispensdavel para asintese
de vitaminas, aminodcidos, hormdnios e coenzimas. Possui reservatoérios
tanto na atmosfera, como no oceano e na terra. Este elemento pode ser
encontrado nas formas orgé&nica e inorgdnica. Normalmente a maior parte
do S nosecossistemas encontra-se naforma orgénica. Oion SO, 2nasolucdo
do solo é a forma absorvida pelas plantas, mas a disponibilidade depende
dos processos de adsorcdo/dessorcdo e mineralizacdo/imobilizacdo. Os
principais reservatorios de S enconfram-se nas rochas sedimentares e na
dgua do mar.
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As principais reacdes no ciclo do enxofre podem ser dividas em 4
processos bdsicos: 1) mineralizacdo do S (conversdo de formas orgdnicas
de § a $O ?); 2) imobilizacdo ou assimilagdo de SO,* (conversdo de SO,* a
formas orgdnicas de S); 3) reducdo dissimilatéria de SO,* e 4) oxidagcdo de
H.S.

Conhecer o ciclo do S é de grande importdncia devido aos seus
fortes impactos globais, incluindo a formacdo de chuva dcida, drenagem
de minas dcidas e corrosdo de concreto e metal.

11.5. Estudo de caso

Solos alagados, muitas vezes para cultivo de arroz, podem gerar
uma série de fransformacdes quimicas, fisicas e bioldgicas no sistema,
relacionadas com a ciclagem do S. De modo geral, a difusdo limitada
de O, gera um ambiente reduzido, sendo que a respiragcdo anaerdbia &
favorecida através do uso de outros aceptores finais de elétrons como o
SO,2 Esse fendbmeno ocorre em solos com potenciais redox (Eh) negativos,
conforme discutido no capitulo 5. No entanto, a reducdo do S ndo é o
Unico processo que ocorre em solos alagados. H& também a absorcdo
de SO,? pelas plantas, a imobilizacdo pela matéria orgdnica, a adsor¢cdo
nos sitios de troca e aremocdo por lixiviacdo. Neste caso, como se projeta
um sistema de manejo eficiente para ndo ocorrer excesso de perdas de
enxofre por drenagem nestas drease Quais varidveis ambientais podem
ser quanftificadas e monitoradas de forma a maximizar o desenvolvimento
vegetal em solos sob esta condicdo?
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Carituo 12

MICORRIZAS

Rafael Borges da Silva Valadares, Denise LC Mescolotti,
Elke JBN Cardoso

12.1. Infrodugdo

O termo micorriza € derivado do grego, significando “fungos-raizes”,
e foi infroduzido em 1885 por Albert Bernard Frank (FRANK, 2005) para
descrever ainteracdo simbidtica mutualista entre plantas e fungos do solo.

Nela ocorre, primariamente, o fluxo de carbono (C) orgdnico da
planta hospedeira para o fungo micorrizico e de elementos inorgdnicos
do fungo para a planta (ALLEN, 1991). Por funcionarem como uma
extensdo das raizes, as associacdes micorrizicas aumentam a drea
de exploracdo radicular, sendo cruciais para a absorcdo eficiente de
nutrientes e dgua pelas plantas terrestres. Possuem também funcdes
relacionadas a estruturacdo do solo, aumento da toler@ncia a estresses
abidticos e resisténcia a doencas em plantas. SGo, portanto, cruciais
para a manutencdo de ecossistemas terrestres, naturais ou agricolas,
tendo seu efeito mais pronunciado em ambientes mais empobrecidos.
Em ecossistemas tropicais, onde predominam solos muito intemperizados
e oxidicos, as associacdes micorrizicas sdo cruciais para o aumento da
absorcdo de fésforo (P), principalmente devido a baixa mobilidade deste
elemento e seu cardter limitante para a producdo agricola e florestal.

Tradicionalmente, duas classes de micorrizas sdo reconhecidas,
as ectomicorrizas e as endomicorrizas. As ectomicorrizas possuem
suas estruturas formadas nos espacos infra-celulares enquanto que as
endomicorrizasformam estruturasnointeriordas células vegetais. Entretanto,
com o aumento do nUmero de observacodes, pesquisadores notaram
que esta classificacdo era insuficiente para categorizar adequadamente
a diversidade de micorrizas existentes. Assim, Harley e Smith (1983)
reconheceram sete tipos de micorrizas que, para a maioria dos autores, € a
classificacdo mais aceita atualmente; sGo eles: 1) micorrizas arbusculares; 2)
ectomicorrizas; 3) ectendomicorrizas, 4) micorrizas arbutdides, 5) micorrizas
monofropdides, 6) micorrizas ericoides e 7) micorrizas de orquideas.
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As micorrizas arbusculares e as ectomicorrizas sdo as mais
abundantes e bem distribuidas ao redor do globo (SMITH; READ, 1997;
ALLEN et al., 2003). Os fungos micorrizicos arbusculares sdo pertencentes
ao filo Glomeromycota e as micorrizas arbusculares sdo encontradas em
aproximadamente 85% de todas as familias de Angiospermas (Smith e Read
2010). J& as ectomicorrizas, apesar de serem também bem distribuidas,
se associam a apenas 3% das familias das plantas vasculares. Os fungos
capazes de estabelecer este fipo de inferacdo sdo pertencentes aos filos
Ascomycota e Basidiomycota (SIDDIQUI et al., 2008).

A seguir, sdo apresentadas informacdes sobre os frés tipos de
associacdo micorrizica mais estudados no Brasil, suas caracteristicas
anatémicas, diversidade de organismos envolvidos, dinGmica de nutrientes
e mecanismos regulatérios da interacdo, com destaque para suas fungcoes
nos ecossistemas agricolas ou em ambientes naturais (SIQUEIRA et al.,
2010).

12.2. Micorrizas Arbusculares (MAs)
12.2.1 Visao Geral

As micorrizas arbusculares sdo formadas em uma enorme variedade
de plantas hospedeiras, que interagem com fungos mutualistas obrigatorios
(biotréficos), classificados no filo Glomeromycota (SCHUBLER et al., 2001).
Dentre as plantas que produzem micorrizas arbusculares, além da maioria
das angiospermas, estdo gimnospermas e espordfitos de pteriddfitas, que
possuem raizes, assim como gametdéfitos de plantas hepdticas (bridfitas)
e de pteriddfitas, que ndo possuem raizes (READ et al., 2000). Assim, a
capacidade de readlizar a interacdo micorrizica na natureza é regra e
ndo excecdo. E bem provdvel que os fungos tiveram sua origem h& mais
de 1 bilhdo de anos e que as micorrizas arbusculares sejam também
extremamente antigas. Como comentado anteriormente, devido s suas
funcdes na absorcdo de nutrientes, a associacdo com fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) foi uma adaptacdo evolutiva importante que permitiu
a colonizacdo dos ambientes terrestres pelas plantas (SIMON et al., 1993;
REMY et al., 1994; TAYLOR ef al., 1995; REDECKER et al., 2000; HECKMAN et
al., 2001).

A associacdo micorrizica arbuscular inicia-se quando um esporo ou
uma hifa de fungo do solo responde & presenca de um estimulo radicular,
crescendo em direcdo a raiz, estabelecendo contato e crescendo ao
longo de sua superficie. As hifas produzem apressérios na superficie de
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células da epiderme e penetram nessas células e no cortex radicular. Estas
hifas cruzam a hipoderme e comecam a se ramificar no cértex, onde se
estabelece a simbiose funcional.

Uma micorriza arbuscular € composta basicamente por trés
componentes: raizes, estruturas fungicas (dentro e entre as células
das raizes) e micélio extra-radicular. Dentre as estruturas fungicas que
caracterizam as micorrizas arbusculares, devemos destacar:

Arbusculos: Estruturas formadas internamente a célula vegetal, mas
separadas poruma interface fungo-planta denominada membrana
perifUngica. Os arbuUsculos sdo a estrutura mais caracteristica das
MA, possuem anatomia que recorda um arbusto e, portanto,
podem ser facilmente reconhecidos com auxilio de técnicas de
microscopia adequadas (Figura 12.1). Os arbuUsculos comecam
a se formar aproximadamente dois dias apds a infeccdo. Sdo
considerados o principal sitio de froca de nutrientes entre fungos
e planta, isto baseado na alta superficie de troca na interface do
arbusculo. Possuem meia-vida curta e comecam a colapsar apods
poucos dias, mas hifas e vesiculas podem permanecer nas raizes
por meses ou até anos.

Esporos: Estruturas propagativas em estado de quiescéncia, ou seja,
precisam ser ativados para desencadear suas funcdes metabdlicas
de germinacdo e crescimento. Os FMA sdo considerados biotroficos
obrigatdrios e, portanto, sé se propagam quando associados
a uma planta viva. Os esporos contém lipidios como reserva
para a germinacdo, citoplasma e varios nucleos. Normalmente
desenvolvem paredes espessas com mais de uma camada. Podem
também se aglomerar, formando esporocarpos. Funcionam,
portanto, como compartimentos de reserva e propdgulos.

Vesiculas: Estruturas que se desenvolvem para o acUmulo de
reservas em parte das associacdes micorrizicas arbusculares.
Comecamase desenvolverlogo apds os arbusculos, mas continuam
seu desenvolvimento apds a senescéncia destes. Podem ser intra-
ou intercelulares. Podem desenvolver paredes espessas em raizes
mais antigas e também funcionar como propdgulos (BIERMANN;
LINDERMAN 1983). Alguns fungos produzem vesiculas similares &
esfrutura dos esporos produzidos no solo, mas na maioria dos casos
sdo diferentes.
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Figura 12.1 - Estruturas que caracterizam as micorrizas arbusculares. A) arbusculos;
B) raiz de planta da caatinga colonizada por FMA; C) vesiculas e hifas;
D) células auxiliares; E) esporo de Dentiscutata cerradensis; F) esporo
presente em solo de cultivo de café; G) esporo de Rhizophagus
clarus; H) esporo de Dentiscutata heterogama.
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A taxonomia atual dos fungos que formam micorrizas arbusculares
divide as espécies em quatro ordens: Glomerales, Diversisporales,
Archaeosporales, Paraglomerales. Estas ordens estGo atualmente
subdivididas em 11 familias e 18 géneros. Os padrdes de desenvolvimento
dos esporos, atributos moleculares, presenca de vesiculas e a organizacdo
destas estruturas subcelulares sGdo a base para a taxonomia de
Glomeromycota. Para maiores informacdes a respeito da taxonomia atual
dos FMA, consultar Redecker et al. (2013).

As micorrizas arbusculares estdo presentes em quase todas as familias
de plantas cultivadasna Agricultura, principalmente entre as Angiospermas.
Apenas umas poucas familias vegetais, como, por exemplo, as Cruciferas,
ndo formam micorrizas. Entre as Gimnospermas, entretanto, o mais comum
€ a presenca de ectomicorrizas. Uma excecdo é constituida pelo Pinheiro
do Parand, a Araucaria angustifolia, que apresenta a micorriza arbuscular
(BONFIM et al., 2015)

12.2.2 Importancia agricola e ambiental

O efeito dos fungos micorrizicos sobre o crescimento das plantas
€ especialmente significativo com relacdo aos nutrientes de baixa
mobilidade no solo, que se movem preferencialmente por difusdo,
processo extremamente lento. Denfre estes nutrientes, destacamos o
macronutriente fésforo (P) e os micronutrientes como zinco (Zn) e cobre
(Cu).

J& o nitrogénio (N), por ser um elemento mais mével (na forma de
nitfrato), move-se no solo preferencialmente por fluxo de massa, sendo,
portanto, também absorvido pelas hifas micorrizicas. Contudo, este efeito
€ menos perceptivel. Porém, quando se encontra na forma de amonio,
um ion menos moével, € comum observar-se o aumento de sua absor¢cdo
em plantas micorrizadas (GEORGE et al., 1992) (Figura 12.2).
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Figura 12.2 - Desenvolvimento de plantas de milho (A) e soja (B) frente a adicdo
de adubacdo fosfatada e fungos micorrizicos arbusculares. Nessa
figura temos os seguintes fratamentos: P rec = dose recomendadda;
1/3 P =1/3 da dose. +FMA = com micorriza e s FMA = sem micorriza.
Controle = sem P e sem micorriza. (Fotos: Luis Fernando Baldesin)
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Em ecossistemas fropicais a limitacdo por P € comum devido ao
alto grau de intemperizacdo em que se encontram os solos, o que os torna
dcidos e oxidicos, caracteristicas que levam a uma alta taxa de fixagcdo
irreversivel do P na fase sdélida, tornando-o indisponivel para as plantas
(NOVAIS; SMITH 1999). Esta constante limitacdo por P € contornada por
altas aplicacdes de fosfato solUvel ou rochas fosfdticas. Visto que este é
um procedimento caro e que o P € um recurso natural ndo renovével, é
importante a otfimizacdo de tecnologias alternativas que permitam uma
producdo vegetal adequada, sem a necessidade de aplicacdo de altas
doses de fertilizantes (CARDOSO et al., 2010). Esta pratica, além de acarretar
um possivel mau uso dos recursos financeiros, também promove a rdpida
mineralizacdo da matéria orgdnica do solo, o que altera drasticamente
a dindmica fisico-quimica e, sobretudo, microbioldgica do ambiente de
cultivo.

Na rizosfera vivem muitos fungos e bactérias solubilizadores de
fosfato, porém os ions fosfato s sdo absorvidos quando se localizam na
regido de contato imediato com a raiz. Assim, as hifas extracelulares dos
FMA vdo muito além desta zona, explorando grande volume de solo e
microssitios inacessiveis as raizes. A colonizacdo micorrizica arbuscular
também pode proteger as plantas contra patdgenos e excesso de metais
pesados (NOGUEIRA; CARDOSO, 2003), além de melhorar a eficiéncia no
uso da adgua e a estabilidade de agregados do solo, em funcdo do grande
volume de micélio externo (CARDOSO et al., 2010).

12.2.3 Regulagao das MAs

Brundrett (2004) conceitua micorrizas como “interacdes simbidticas
entre fungos e raizes de uma planta viva, que sdo, a principio, responsdveis
por fransferéncias de nutrientes enfre os simbiontes. Micorrizas formam
estruturas especializadas onde um contato intimo entre os simbiontes
resulfa de um desenvolvimento sincronizado entre planta e fungo”.
Na verdade, micorriza € o nome que se d& ao conjunto de estfruturas
fungicas e vegetais em simbiose. Quando os autores se referem a um
“desenvolvimento sincronizado”, eles explicitam a necessidade de
uma grande afinidade entre os parceiros. Mecanismos de atracdo,
reconhecimento, colonizacdo e regulacdo da simbiose sdo resultantes de
um intenso didlogo molecular que modula todas as etapas da interacdo
(BONFANTE; GENRE, 2010).
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Atualmente, é sabido que as plantas produzem uma classe de
horm&nios chamados estrigolactonas que, nas plantas, atuam inibindo a
ramificacdo aérea, mas que estimulam a germinacdo e ramificacdo de
hifas fungicas. Do lado do fungo, oligbmeros de quitina foramrecentemente
descritos como moléculas que ativam respostas relacionadas a simbiose
micorrizica em Medicago truncatula, sendo que a producdo destas
moléculas é estimulada pelo contato com a estrigolactona (GENRE et al.,
2013). Esta relacdo em muito se assemelha a producdo de “fatores nod”
em resposta a flavondides secretados por raizes de leguminosas. De fato,
grande parte das respostas moleculares demonstradas em interacdes
micorrizicas se sobrepdem aquelas encontradas na associacdo rizébio-
leguminosa. Por exemplo, em Medicago truncatula, estas interacoes
compartiham uma série de genes (aos menos 7) que sdo denominados
de “the common SYM pathway”, ou seja, uma via de fransducdo de sinais
comum enfre as simbioses.

Do ponto de vista nutricional, € importante destacar que a elevada
fertiidade do solo inibe a associacdo, sendo amplamente conhecido que
altos niveis de P no solo diminuem drasticamente as taxas de colonizacdo
micorrizica, enquanto adicdes moderadas de P podem até mesmo
favorecer o estabelecimento do fungo e seu efeito sobre a nutricdo e
desenvolvimento vegetal (CARDOSO et al., 2010). A atividade de enzimas
de defesa, com efeitos antifUngicos em plantas tende a diminuir as taxas de
colonizacdo e esse efeito € modulado pelo teor de P disponivel (LAMBAIS;
MEHDY, 1993). Assim, em baixas concentracdes de P ocorrem altas taxas
de colonizacdo micorrizica, engquanto que em ambientes com alta
disponibilidade de P a micorrizacdo € inibida. A explicacdo natural para
este fendmeno é que uma planta, em ambiente com alta disponibilidade
de P ndo necessita “investir’ na associacdo, uma vez que possui nutrientes
suficientes para o seu desenvolvimento. O termo investir neste caso deve
ser entendido como a necessidade de direcionar recursos energéticos, ou
seja, fotoassimilados, para o fungo micorrizico, que € fonte de nutrientes,
mas dreno de acucares oriundos da fotossintese.
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12.3 Ectomicorrizas
12.3.1 Visao geral

Em regides de clima temperado, as ectomicorrizas podem ser
encontradas em aproximadamente 90% das espécies florestais, enquanto
que, nas regides tropicais, a maioria das espécies forma micorrizas
arbusculares (MEYER, 1973; KASUYA et al., 2010). Entretanto, no Brasil,
existe um grande interesse na utilizacdo de fungos ectomicorrizicos na
producdo de espécies exdticas, amplamente empregadas em programas
de reflorestamento, como Pinus, Eucalyptus e Acacia. A ocorréncia de
ectomicorrizas também j& foi observada em espécies arbdreas nativas
do cerrado, como Balbinia holophila (Caesalpinoidea), e Campomanesia
coeruelea (Myrtaceae) (THOMALZINI, 1974 citado por KASUYA et al., 2010).

Estima-se que mais de 5.000 espécies de fungos sejam capazes
de formar ectomicorrizas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Ao contrdrio das
micorrizas arbusculares, sdo muitas espécies de fungos interagindo com
poucas espécies de plantas. Muitos dos fungos ectomicorrizicos podem
ser identificados no campo, através da observacdo de seus corpos de
frutificacdo (basidios ou ascocarpos). No Brasil, os géneros Pisolithus,
Scleroderma, Rhizopogon, Amanita, Lactarius, Russula, Thelephora e
Ramaria, todos eles Basidiomicetos, sdo os mais encontrados em cultivos
de Pinus e Eucalipto. Fungos da divisdo Ascomicota também podem
formar ectomicorrizas e alguns sdo de valor econémico, como as famosas
trufas europeias do género Tuber, que forma ectomicorrizas no carvalho.

A ectomicorriza se caracteriza pela presenca de trés componentes:
(a) o manto fungico, formado pelo tecido fungico que recobre araiz; (b) a
ramificacdo intercelular nas células da epiderme e do cértex, denominada
Rede de Hartig; e (c) estruturas externas ao sistema radicular, hifas e
rizomorfos, essenciais para a conexdo com o solo e formacdo dos corpos
de frutificacdo (Figura 12.2) (SIQUEIRA et al., 2010).

Em geral, o manto fungico apresenta apenas uma camada de
hifas, mas, ds vezes forma um falso tecido parenquimdatico, com duas ou
mais camadas. A organizacdo do manto € importante para a absor¢cdo
de dgua, nutrientes e modera a suscetibilidade da planta a patdégenos
do solo (PETERSON; BONFANTE, 1994). As hifas do manto funcionam como
uma barreira fisica contra a penetracdo de patdégenos e também séo
capazes de sintetizar compostos de reserva como glicogénio, polifosfatos
e proteinas. As variagcdes na estrutura do manto, as ornamentacdes da
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superficie, a coloracdo e a presenca de rizomorfos, juntamente com
testes quimicos e imunoldgicos, sdo utilizados para a caracterizacdo das
ectomicorrizas e identificacdo do fungo associado (SMITH; READ, 2010,
KASUYA et al, 2010). Entretanto, os corpos de frutificacdo fambém sdo
essenciais para a taxonomia morfoldégica dos fungos ectomicorrizicos.

A rede de Hartig, por sua vez, é o sitio onde acontecem as trocas
de nutrientes entre planta e fungo. E constituida de ramificacdes das hifas
entre as células da epiderme e do coértex da raiz, aumentando a interface
de contato entre os simbiontes. Em geral a rede de Hartig encontra-se
limitada aos espacos intercelulares da epiderme nas angiospermas. J& nas
gimnospermas a rede de Hartig pode penetrar por varias camadas do
cortex, mas nunca ultrapassa o limite da endoderme radicular. O fato de
a rede de Hartig se formar nos espacos intercelulares é outra diferenca
importante em relacdo as micorrizas arbusculares, j&@ que os arbusculos,
apesar de penetrarem diretamente o citoplasma, sdo formados dentro
das células do hospedeiro.

As hifas e os rizomorfos formados externamente s raizes sdo, por
sua vez, estruturas ligadas & absorcdo de dgua e de nutrientes (KASUYA
et al., 2010). A formacdo de ectomicorrizas inibe a formacdo de pelos
radiculares, os quais sdo substituidos pelas hifas dos fungos. Esta regulacdo
da morfogénese celular envolve ainda a secrecdo de compostos inddlicos
pelo fungo, tais como o dcido indolacético (AlA) e a hipaforina.

Esquema de Ectomicorriza

Manto de

Rede de Hartig
| Micélio

Intercelular

=

)
Endoderme . = .'T.L

Esquema de ectomicorriza em uma secio transversal de raiz

Figura 12.3 - Estruturas que caracterizam as ectomicorrizas. A) Esquema
representativo das estruturas tipicas destainteracdo; B) foto de raizcom
a presenca de ectomicorrizas. Apresentam-se como raizes alfamente
ramificadas com raizes secunddrias encurtadas e engrossadas,
cobertas com micélio de fungo (neste caso, de coloragcdo branca).



Micorrizas 189

12.3.2 Importancia agricola e ambiental das ectomicorrizas

A alta disponibilidade de P, assim como nas micorrizas arbusculares,
inibe a formacdo das ectomicorrizas (CASTELLANO; MOLINA, 1989), mas
essa concentracdo inibitéria varia de acordo com as espécies de fungo e
planta envolvidas na associacdo.

A associacdo ectomicorrizica pode ser empregada principalmente
na producdo de mudas de espécies florestais de clima temperado,
melhorando o crescimento e a sobrevivéncia destas ao fransplantio
(CASTELLANO, 1994). A inoculacdo com fungos ectomicorrizicos diminui
a incidéncia de patdégenos em Pinus e promove significativamente
o crescimento de mudas de eucalipto (BURGESS et al., 1995). Alids, o
eucdlipto € uma das raras espécies vegetais que podem formar tanto
micorrizas arbusculares como ectomicorrizas € ambas parecem ser
importantes para o desenvolvimento da planta em diferentes periodos
de seu crescimento (BINI, 2012; PEREIRA, 2015). O funcionamento da
associacdo ectomicorrizica depende diretamente da habilidade do fungo
em translocar nutrientes orgdnicos ou inorgdnicos do solo para a planta
hospedeira e a compatibilidade e eficiéncia da interacdo sdo fatores que
devem ser previamente revisados antes da implantacdo de um projeto de
inoculacdo.

Considerando que grande parte dos plantios comerciais de Pinus
e Eucalyptus estdo localizados em regides sujeitas a fortes extremos
ambientais, como o excesso de temperatura, alta radiacdo solar e
baixa pluviosidade, a associacdo ectomicorrizica é entendida como
uma esfratégia adaptativa das plantas para tolerar essas condicdes. O
fato de os fungos ectomicorrizicos serem cultivdveis em meio de cultura
facilita o processo de isolamento do simbionte, producdo e inoculacdo.
Um sistema de inoculacdo de mudas otimizado pode ser barato,
eficiente e atuar significativamente na diminuicdo de perdas em plantios
florestais, principalmente as relacionadas ao fransplantio, adaptacdo e
sobrevivéncia de mudas.

12.4. Micorrizas arbutéides, monotropodides, ericoides e ectendomicorrizas

Estas classes de associacdes micorrizicas sdo menos estudadas no
Brasil por estarem relacionadas a um menor grupo de espécies vegetais,
algumas com distribuicdo restrita a regides de clima temperado.
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As micorrizas arbutdides sdo endomicorrizas que formam novelos
de hifas (do inglés hyphal coils) em células da epiderme radicular. Sdo
encontradas nos géneros Arbutus, Arctostaphylos e Pyrola. SGo descritas
por Largent et al. (1980), Molina e Trappe (1982) e Massicotte et al. (2005).
Em Arbutus e Arctostaphylos, vdrios basidiomicetos como Hebeloma,
Laccaria, Rhizopogon, Pisolithus e Telephora formam micorrizas. Esses
fungos sdo muito conhecidos por formarem ectomicorrizas em outros
hospedeiros, o que sinaliza que é a planta quem regula o desenvolvimento
das micorrizas.

J& as micorrizas monotropdides sdo também endomicorrizas
associadas a alguns poucos géneros de plantas da familia Ericaceae
(mas antes pertenciaom & familia Monotropaceae) com nutricdo
micoheterotréfica (planta obtém C organico do fungo). E caracterizada
por uma extensa penetracdo intracelular nas células de epiderme.
Informacdes adicionais em relacdo aos aspectos estruturais e a
identificacdo de fungos que colonizam Monotropa, Pterospora, Sarcodes,
etc. podem ser encontradas em Robertson e Robertson (1982), Castellano
e Trappe (1985) e Bidartondo et al. (2000).

As micorrizas ericdides, por sua vez, sdo um tipo de endomicorriza,
pois formam novelos de hifas dentro das células da epiderme de plantas
da familia Ericaceae e outras familias relacionadas. No hemisfério sul,
membros da familia Epacridaceae sdo os hospedeiros mais comuns dos
fungos ericdides. SGo consideradas cruciais para o sucesso desta familia
de plantas, que sdo comuns em hdbitats com alto déficit nutricional. Os
fungos que formam micorrizas ericdides sGo, em sua maioria, Ascomicetos.

As Ectendomicorrizas sdo um tipo intermedidrio entre as
endomicorrizas e as ectomicorrizas. Essas associacdes possuem muitas das
caracteristicas das ectomicorrizas, apresentando rede de Hartig grossa
e alto grau de penetracdo intercelular, especialmente nas partes mais
velhas da raiz. Ocorrem principalmente em membros das coniferas, tais
como no género Pinus e com fungos da classe dos Ascomicetos.

12.5. Micorrizas de orquideas

Dentre as endomicorrizas, merecem destaque as associacoes
micorrizicas de orquideas ou micorrizas orquiddides. Essa associacdo se
caracteriza pela colonizacdo de células do cortex das raizes das orquideas
por enovelados de hifas fungicas, os pelotons (ANDERSEN; RASMUSSEN,
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1996). Como todas as orquideas possuem sementes diminutas, desprovidas
de endosperma, quase toda a energia utilizada na germinacdo é
provida pela associacdo com fungo micorrizico. Todas as orquideas,
portanto, passam por uma fase micoheterotréfica, passando a se tornar
independentes do fungo (do ponto de vista energético) d medida em que
comecam a produzir clorofila.

A maioria dos fungos micorrizicos pertence ao antigo género
Rhizoctonia, um grupo polifilético que inclui patdgenos, endofiticos,
saprofitas e fungos micorrizicos. Recentemente estes fungos foram
realocados em Ceratobasidium, Thanatephorus, Tulasnella e Sebacina. E
interessante ressaltar que algumas linhagens de Rhizoctonia sensu lato sdo
patégenos para algumas plantas mas formam micorrizas com orquideas.
No caso das micorrizas, o fluxo de C ¢ invertido e quem leva vantagem
€ a planta. Estudos recentes demonstram o retorno de quantidades
minimas de C-org da planta para o fungo, mas o cardter mutualista desta
interacdo ainda se encontra em discussdo. Mais informacdes a respeito
das micorrizas de orquideas podem ser encontradas em Valadares (2010).

12. 6. Consideragoes finais

Neste capitulo foram abordados os diferentes tipos de associacdes
micorrizicas existentes na natureza, com especial enfoque na importéncia
da micorrizacdo para o desenvolvimento das plantas em ecossistemas
tropicais. Os beneficios da micorrizacdo, tanto ambientais quanto
econdmicos, devem ser considerados naimplantacdo de qualquer sistema
produtivo, seja agricola ou florestal. Cada tipo de associacdo micorrizica
possuiimporté@ncia muito bem determinada e algumas funcdes sdo comuns
entre eles como, por exemplo, o aumento da eficiéncia na absorcdo de
nutrientes. De maneira geral, um sistema agricola equilibrado, baseado na
conservacdo da matéria orgdnica do solo e manutencdo da microbiota
nativa deve ser priorizado, em detrimento de sistemas produtivos baseados
na alta aplicacdo de fertilizantes e defensivos quimicos, tendo em vista a
sustentabilidade econdmica e ambiental do agroecossistema.
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12.7. Estudo de caso

Com o objetivo de avaliar o efeito de substratos orgénicos
comerciais e inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) no
desenvolvimento de mudas de cafeeiro TristGo et al. (2006) realizaram um
experimento, em casa de vegetacdo, em arranjo fatorial 9 x 4 utilizando
diferentes substratos d base de fibra de coco, casca de pinus, solo com
esterco e solo puro. Foram testados os inbculos de FMA Glomus intraradices,
Glomus etunicatum, Gigaspora margarita e um tratamento controle sem
inoculacdo de fungo micorrizico. Aos 200 dias apds fransplante foram
avaliadas: altura, di@metro do caule, nUmero de folhas, matéria seca
da parte aérea, matéria fresca da raiz, teor de fésforo na parte aérea,
colonizacdo radicular, comprimento do micélio externo, atividade da
fosfatase dacida e teores de pigmentos fotossintetizantes nas folhas do
cafeeiro. Os melhores efeitos da micorrizacdo foram constatados nas
plantas colonizadas por G. margarita, cultivadas no substrato contendo
casca de pinus. Quais os possiveis motivos que deram origem a este
resulfado? Quais as principais limitacdes para uma utilizacdo mais ampla
dos FMAs em dreas de cultivo vegetal? Discuta sobre possibilidades para
sobrepor estes obstdculos.
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Carituto 13

BIORREMEDIACAO

Cristiane Cipolla Fasanella, Elke JBN Cardoso

13.1. Intfrodugao

Atualmente existe uma grande preocupacdo em torno dos
impactos ambientais ocasionados por prdticas antrépicas como, por
exemplo, a contaminacdo dos solos causada pelo uso de herbicidas e
inseticidas nas prdticas agricolas. Esses geram residuos que se acumulam
no meio ambiente, fornando-se um problema grave em todo o mundo.
Devido a isso, hoje existem vdarias tentativas de minimizar o efeito desses
residuos para que ndo figuem expostos no ecossistema, ocasionando um
efeito negativo para as comunidades vivas existentes.

Uma das metodologias mais utilizadas neste intuito é a
biorremediacdo. Esta pode ser definida como um conjunto de tecnologias,
que Uutilizam processo(s) bioldgico(s) aplicados & recuperacdo ou
remediacdo de dreas contaminadas. Ou seja, € uma técnica baseada
na capacidade metabdlica de microrganismos para transformar ou
mineralizar contaminantes orgdnicos em substGncias menos nocivas,
as quais sdo integradas aos ciclos biogeoquimicos. Este método é
considerado adequado e versdtil, porque apresenta baixo risco para os
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locais contaminados, visto que € um processo bioldgico; seu custo € baixo,
apresentando uma relacdo custo/beneficio favordvel para o tratamento
do local contaminado (KORDA et al., 1997; CRAPEZ et al., 2002). Contudo,
€ importante ressaltar que o procedimento de biorremediacdo também
pode trazer maleficios ao sistema, como a degradacdo parcial do
composto alvo e formacdo de um subproduto mais tdxico. Além disso,
este processo € muitas vezes lento e necessita de condicdes favordveis de
nutrientes, oxigénio, pH, composicdo, concentracdo e biodisponibilidade
dos contaminantes, assim como das caracteristicas fisicas e quimicas do
ambiente contaminado (SCHINNER et al., 2003). A tabela 13.1 descreve
as principais vantagens e desvantagens associadas ao processo de
biorremediacdo.

Tabela 13.1 - Vantagens e desvantagens da biorremediacdo

Vantagens Desvantagens

Baixo custo Longa duragdo - ndo é considerado processo

de aplicagdo rapida e imediata

Possibilidade de tratamento no Necessita conhecimento e historico completo do
local contaminado local contaminado
Sem adi¢do de qualquer produto A degradagdo pode ndo ser completa
quimico
Aplicavel a uma grande variedade Presenca de diferentes compostos - alguns
de contaminantes compostos podem se adsorvidos ao solo

Esse processo tem sido considerado vidvel em diferentes tipos de
contaminagdes como, por exemplo, em daguas subterr@neas, lencdis
fredaticos, efluentes industriais, aterros sanitdrios, etc. Para validar esse
processo & importante ressaltar que existem muitos fatores capazes de
influenciar tal técnica. Entre eles, podemos destacar: distribuicdo espacial
da contaminacdo, origem do residuo, temperatura, pH, composicdo da
contaminacdo, umidade, potencial redox, oxigénio dissolvido, presenca
de outros compostos téxicos, etc.
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Portanto, o objetivo da biorremediacdo € induzir e/ou acelerar
0s processos biolégicos naturais, através das comunidades microbianas
autdéctones ou ndo, modificadas geneticamente ou ndo, para a obtencdo
de baixos niveis de deteccdo do poluente previamente estabelecido.

13.2. Base Biologica para a Biorremediagao

A base bioldgica do processo de biorremediacdo estd na
biodegradacdo, processo comum encontrado e ativo na maior parte dos
componentes da microbiota do solo. Por ser caracterizada comumente
com ampla diversidade metabdlica, e apta a decompor os constituintes
mais variados que compoem amatériaorgdnica, estamicrobiota apresenta
determinada capacidade de catabolizar moléculas dos contaminantes
ambientais.

A microbiota presente no local, seja ela natural ou inoculada na
drea contaminada, deve apresentar a capacidade de degradacdo de
determinados compostos téxicos, transformando-os em gds carbdnico
e dAgua, quando completamente mineralizados, ou em substéncias
menos Nocivas, as quais, logo em seguida, sdo incorporadas nos ciclos
biogeoquimicos naturais.

Dentro deste contexto, pode-se imaginar que moléculas
contaminantes com estrutura mais similar dquelas encontradascomumente
nos solos devem ser passiveis de mais facil degradacdo num processo
de biorremediacdo. Esta € uma das caracteristicas que influenciam
na geracdo de novas moléculas a serem aplicadas nos mais diferentes
ambientes, sendo a sua composicdo crucial para determinar a toxicidade
dos xenobiontes.

13.3. Contaminantes dos Solos

Chama-se contaminante todo componente presente no solo em
concenfracdesacimadaquelasemqgue causamdanosaodesenvolvimento
de animais e plantas que ocupam este local (SHAYLER et al., 2009). De
maneira geral, podem ser elencados como os principais contaminantes do
solo os hidrocarbonetos (petrdleo, pldsticos), antibidticos, metais pesados,
dentre outros (CESAR et al., 2009). Num contexto mais agrondmico,
destaca-se o papel dos agroquimicos, que podem por vezes atingir niveis
elevados nos solos, tornando-se contaminantes.
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Os contaminantes do solo podem ser classificados de diversas
maneiras, sendo que uma destas divisdes dd origem a trés grupos:

Compostos biodegraddveis: caracterizados como biodegraddveis
na maioria das condicdes ambientais, apresentando composicdo
molecular similar a moléculas que naturalmente ocorrem nos solos
como, por exemplo, componentes da matéria orgdnica.

Compostos persistentes: sdo biodegraddveis apenas sob
determinadas condicdes ambientais como, por exemplo, apenas
na presenca de O,, quando processos metabdlicos oxidativos sdo
capazes de promover a quebra de determinados componentes.

Compostos recalcitrantes: moléculas que apresentam baixo nivel
de decomposicdo devido a atividade enzimdtica dos organismos
do solo. A causa da recalcitrncia pode estar relacionada as
caracteristicas do poluente, como baixa solubilidade, alta adsor¢cdo
molecular aos componentes do solo, alta toxicidade do composto,
ou a geracdo de compostos intermedidrios toxicos aos organismos
do solo.

13.4. Processos de Biorremediagao

Embora sendo um processo versdtii e de baixo custo, a
biorremediacdo natural, em geral, ocorre de maneira muito lenta. Apesar
de muitas estirpes de fungos e bactérias serem conhecidas como eficazes
agentes de biorremediacdo, muitas destas sdo atuantes apenas sob
condicoes especificas, encontradas comumente em ensaios de laboratdrio
(VIDALI, 2001; BERNHARD-REVERSAT; SCHWARTZ, 1997).

Embora vdrios destes organismos possam existir nos mais diferentes
ambientes, a maioria deles apresenta necessidade de condicdes
ambientais especificas para funcionar plenamente, o que pode gerar uma
situacdo dificil de se conseguir fora do laboratério. Isso porque nos locais
de biorremediacdo eles ndo estdo sozinhos, mas expostos a uma série de
interacdes ecoldgicas, o que pode limitar sua atividade catalitica. Outra
varidvel que interfere de forma determinante sobre a biorremediacdo
€ composta pelas condicdes ambientais ideais para que o potencial
microbiano seja maximamente explorado.

A utilizacdo da bioremediacdo é, portanto, condicionada a
ajustes bidticos e abidticos do ambiente, de maneira a promover a
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complementacdo perfeita entre o potencial metabdlico do solo e a
ocorréncia de fatores propicios para que a mineralizacdo da molécula
contaminante ocorra. Por exemplo, em alguns casos, deve ser feita a
inoculacdo de agentes promotores da degradacdo mas, apenas apds a
utilizacdo de métodos de correcdo de caracteristicas fisicas e quimicas do
solo (CUYPERS, 2001; ZHU et al., 2001; YANG et al., 2009).

Esta miscel@nea de oportunidades dd origem aos diferentes
métodos de biorremediacdo, apresentados a seguir.

13.4.1. Local de ocorréncia do processo de biorremediagdo

As tecnologias de biorremediacdo sdo geralmente classificadas
como “in-situ” e "ex-situ”. Abiorremediacdo "“insitu” envolve trataro material
contaminado no préprio local, ou seja, o processo de biodegradacdo
ocorre no local contaminado. Quando se fala em biorremediacdo “ex-
situ”, a técnica utilizada consiste na remocdo do material contaminado
para fratfamento em local externo ao de sua origem. As metodologias
“ex- situ” sdo, em geral, mais eficientes do que 0s processos “in situ”, o
qgue se deve ao maior controle das condicdes ambientais na aplicacdo
de métodos “ex-situ” (por exemplo, pelo uso de biorreatores). No entanto,
nem sempre é possivel a utilizacdo destes métodos, como por exemplo, na
biorremediacdo de grandes dreas de solo, onde aremog¢do deste material
é invidvel tanto do ponto de vista econémico, quanto da preservacdo do
solo.

13.4.2. Bases biolégicas dos processos de biorremediagao

Tanto em metodologias “in situ” como em “ex-situ”, existe uma
variedade de metodologias descritas como ativadoras da biorremediacdo.
No entanto, de maneira diddtica, as metodologias descritas para esta
finalidade sdo apresentadas abaixo.

Os principais métodos de biorremediacdo “in situ” sdo:

Bioaumentagdo - aumento de populacdo microbiana de
controle, tendo como base a adicdo de microrganismos na
regido contaminada, ou seja, é a infroducdo de microrganismos
aldctones, geralmente enconfrados em produtos biotecnoldgicos
que ja sdo comercializados, ou autéctones, para a degradacdo
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do contfaminante. Quando se opta pela estratégia de inoculacdo
de microrganismos aléctones, esses devem atuar em sinergismo
com as espécies autdctones, sem interferir de forma negativa nos
processos biogeoquimicos naturais;

Bioestimulagado - estimulacdo da populacdo microbiana autdéctone,
tendo como objetivo aumentar as taxas de biodegradacdo no
local contaminado. Para se utilizar desse processo, deve existir no
local contaminado uma comunidade microbiana natural capaz
de degradar os contaminantes presentes e ter uma adaptacdo as
condicdes ambientais prevalentes. A estimulacdo pode ser feita, por
exemplo, através da correcdo do pH, equilibrando os nutrientes em
relacdo a carga de carbono do poluente orgénico, do arejamento
do solo, ou de outras intervencdes nas condi¢coes reinantes (BURNS
et al., 2000; RAMSAY et al., 2000; MENDELSSOHN; LIN, 2003).

Fitorremediagdo — € um processo de biorremediacdo indiretaq,
no qual se utilizam as plantas disponiveis no ambiente para
auxiliar na biodegradacdo do poluente. Para tal, € necessdria a
utilizacdo de plantas que possuam determinadas caracteristicas
como, por exemplo: boa capacidade de absorcdo, acelerada
taxa de crescimento, sistema radicular profundo, facil colheita, e
principalmente, plantas que apresentem uma grande resisténcia
ao poluente e que fazem sua bioacumulacdo (COUTINHO;
BARBOSA, 2007).

Bioventilagdo - bioestimulacdo por meio da adicdo de gases
estimulantes, como O, ou CH, para aumentar a atividade
microbiana decompositora. Os gases, quando injetados,
fornecem aos microrganismos condicdes de oxigenacdo
adequadas, de forma que a degradacdo possa ser feita de
forma eficiente (OSTERREICHER-CUNHA et al., 2004).

J& em relacdo as técnicas “ex situ” temos:

“Landfarming” - é baseado na aplicacdo de contaminantes ou
rejeitos contaminados na superficie do solo ndo contaminado
para a estimulacdo da degradacdo. Durante o processo o
solo é arado e gradeado para promover a mistura uniforme do
contfaminante com a ferra e a aeracdo do solo. No processo
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de landfarming deve haver boa distGncia de vias fluviais e
lencol fredtico profundo, impermeabilizacdo do solo abaixo
da linha de aracdo e inclinacdo minima do ferreno, a fim de
evitar contaminacdes laterais ou em profundidade. Neste
caso também podem ser utilizadas plantas para auxiliar na
extracdo dos poluentes, plantas essas que sdo denominadas de
hiperacumuladoras de certos metais, por exemplo. Este processo
é bastante empregado para despoluicdo de residuos da indUstria
petrolifera.

Compostagem - baseada no uso de microrganismos
decompositores, mesofilicos e termofilicos, que fazem a
decomposicdo das subst@ncias orgdnicas e transformam o
material contaminado em um composto que pode ser utilizado
como fertilizante agricola. O processo dacompostagem é definido
como a decomposicdo aerdbia de residuos orgdnicos por meio
de populacdes microbianas, incluindo uma fase termofilica. Nessa
técnica sdo construidas pilhas ou leiras de residuos orgdnicos a
serem degradados, com manutencdo de ambiente aerdbio (por
insuflacdo de ar ou revolvimento da pilha) e umidade adequada
(ao redor de 50% da capacidade de retencdo de dgua). Outro
ponto importante é a relacdo C/N do material e o tamanho das
particulas. E um processo barato e fdcil de ser monitorado; hoje
em dia se reveste de importancia fundamental para fransformar
0s passivos ambientais (que sdo considerados “lixo”) em outro
produto com valor agregado, um adubo orgdnico que recicla
para a agricultura boa parte do material orgdnico descartado e
todos os macro e micronutrientes minerais que estavam contidos
nos residuos vegetais. Além disso, tem um papel importante na
eliminacdo dos passivos ambientais, dos lixdes e aterros sanitdrios.

Biopilha - envolve a construcdo de pilhas ou leiras do proprio solo
contfaminado para que ocorra uma estimulacdo da atividade
microbiana aerdbia ja presente dentro da pilha através de uma
eficiente aeracdo (geralmente por meio de uma malha de dutos
instalados na base da pilha). Em alguns casos, constrdi-se um
sistema de coleta do lixiviado, principalmente quando se utiliza
um sistema de ajuste de umidade.

Biorreatores — Os biorreatores sdo uma espécie de tangues, nos
quais € inoculado o material contaminado juntamente com a
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microbiota. Podem ser de vdrios tipos e sdo muito Uteis em degradar
subst@ncias altamente recalcitrantes. E uma técnica considerada
de alto custo pois hd muitos gastos envolvidos no tfransporte do
material contaminado, na construcdo de equipamentos para uma
particular descontaminacdo, mdo-de-obra adicional e energia.
Sdo utilizados principalmente por empresas em processos ligados a
producdo de produtos de alto custo.

13.5. Monitoramento do processo de biorremedia¢ao

Outro ponto importante num processo de biorremediacdo se refere
ao monitoramento da degrada¢cdo do contaminante. Este processo pode
serreadlizado de diferentes maneiras como, por exemplo, via quantificacdo
da molécula contaminante ou pela utilizacdo de bioindicadores.

Dentro das metodologias de monitoramento da quantidade de
contaminantes no solo, destacam-se os métodos mais variados de quimica
analitica, capazes de determinar a concentracdo exata da molécula
alvo. No entanto, € importante destacar que na grande maioria dos casos
estas metodologias sdo bastante dispendiosas em tempo e dinheiro, o que
faz da utilizacdo de metodologias alternativas algo bastante atrativo.

Os testes de ecotoxicidade sdo amplamente empregados para a
avaliacdo dos efeitos adversos de agentes quimicos sobre a biota terrestre
e aqudtica e possibilitam a avaliacdo dos impactos de poluentes para
0s organismos do solo. Sendo assim, os testes de ecotoxicidade terrestre
podem ser realizados para avaliar o potencial de bioacumulacdo do
contaminante, fornecendoinformacdesde toxicidade e biodisponibilidade,
podendo ser uma importante ferramenta na avaliacdo do impacto
ambiental e no auxilio do monitoramento de dreas degradadas (RAMOS
et al., 2007; CARDOSO; ALVES, 2013).

13.6. Recuperacao de solos degradados por meio da revegetagdo com
vtilizagao da biotecnologia microbiana

Solos muito degradados, altamente lixiviados, muito pobres em
nutrientes e com um microbioma extremamente reduzido, como sdo,
em sua maioria, os rejeitos de mineracdo, apresentam-se problemdticos
com relacdo ao plantio e desenvolvimento de plantas. Uma maneira de
superar sua grave deficiéncia em nutrientes minerais seria uma adubacdo
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pesada com todos macro e micronutrientes. Entretanto, além de esse
procedimento envolver altos custos, embora fornecendo os nutrientes
minerais necessdrios, ndo poderia restabelecer condicdes fisicas e
bioldgicas adequadas para uma boa fertilidade do solo.

Conftudo, uma maneira mais satisfatéria de restabelecer as
condicdes minimas para o desenvolvimento vegetal é lancar mdo de
microrganismos que sabidamente apresentam interacdes positivas com
os vegetais, alguns dos quais formam associacdes simbidticas mutualistas
com as plantas. O primeiro ponto a considerar € a reposicdo do material
orgdnico que foi perdido pela decapitacdo do solo durante a mineracdo.
A matéria orgdnica mais recomendada seria um composto orgdnico
que, além do carbono indispensdvel também contém grande parte
dos nutrientes minerais e uma infinidade de microrganismos para repor
a microbiota do solo. Este método também pode ser menos oneroso se
for possivel preparar a compostagem de residuos agricolas obtidos na
vizinhanca do local, como esterco de gado, restos de colheita, podas
de arvores, palhas e capins. O material humificado do composto ainda
restabelece as caracteristicas fisicas do solo, como estruturacdo do
solo, capacidade de retencdo de dgua, diminuicdo da densidade e
da compactacdo, entre outras. O segundo aspecto a ser levado em
consideracdo deve ser a presenca de nitfrogénio no solo em quantidades
adequadas as necessidades das plantas. O elemento nitrogénio € aquele
do qual as plantas necessitam maiores quantidades, mas os adubos
sintéticos sdo um insumo muito dispendioso, quase todo importado no Brasil.
Esse € o motivo pelo qual se recomenda o primeiro plantio nos terrenos
inférteis com plantas da familia das Leguminosas que apresentam uma
interacdo simbidtica com bactérias comumente denominadas de rizébios,
o gue resulta na fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN) e deve-se proceder
ao plantio de mudas pré-inoculadas com rizébios (Figura 13.1). O fésforo,
segundo nutriente mais utilizado pelas plantas, pode ser suplementado
por meio da aplicacdo de fosfato de rocha ou de outro fosfato de baixa
solubilidade, fazendo-se também a inoculacdo de fungos micorrizicos, os
quais sado fundamentais para uma adequada absorcdo de P pelas plantas.

Além disso, podem e devem ser utilizadas as bactérias promotoras
do crescimento de plantas (BPCP), quando disponiveis, e € aconselhdvel
a cobertura das linhas de plantio com palhas, além da irrigacdo, quando
necessario. Todos esses cuidados normalmente resultam em revegetacdo
eficiente, o que permite uma recuperacdo relativamente rdpida do solo,
obtida por meio de técnicas de sustentabilidade ambiental (FRANCO et
al., 1995; MENDES et al., 2010).
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Figura 13.1 - Desenvolvimento de plantas leguminosas para recuperacdo
ambiental utilizando-se de ‘manejo microbioldgico’. M (micorriza),
P (fosforo de baixa solubilidade), C (composto orgdnico). Todas as
plantas foram inoculadas com rizébio. Fotos: Mendes et al. (2006)

13.7. Consideragoes finais

A biorremediacdo € a técnica fida como ideal para grandes
contaminacdes, principalmente paraaguelasgque envolvemumambiente
natural, apesar de que, muitas vezes, esta seja uma metodologia que
leva mais tempo do que as demais. Apesar dos aspectos sustentdveis
e do baixo custo de algumas das técnicas de biorremediacdo, o
conhecimento dos fatores relacionados as comunidades microbianas
(incluindo a diversidade e funcdo) e das caracteristicas ambientais
dos locais contaminados sdo necessdrios para o éxito da abordagem.
Esse conhecimento nem sempre pode ser acessado por somente uma



Biorremediacdo 207

abordagem cldssica, envolvendo o cultivo de microrganismos, mas
também pela juncdo de métodos mais tradicionais e agqueles inovadores
no estudo de grupos microbianos ativos nos solos.

13.8. Estudos de Caso
13.8.1. Estudo de Caso 1

De acordo com o conhecimento adquirido nesse capitulo vocé
j& é capaz de tracar algumas alternativas para um possivel processo de
biorremediacdo. Entdo vamos supor que vocé foi selecionado para um
teste final em uma empresa que presta servicos de recuperacdo de dreas
contaminadas. Para isso, eles pediram que vocé escreva um projeto
para recuperar uma drea de interseccdo entre o mar e a terra; local
onde ambos os ecossistemas sdo bastante diversos tanto na fauna como
na flora. Essa contaminacdo foi dada por um derramamento de mais de
30 milhdes de litros de petréleo. Eles pedem para que seja elaborado um
projeto que apresente pelo menos duas solucdes para o problema e que
estejam bem desenvolvidas com seus prés e contras e, principalmente,
tentando convencé-los de que essas seriam as duas melhores solucdes a
serem tomadas.

13.8.2. Estudo de Caso 2

Fez-se a compostagem de lixo doméstico, seguindo todos os
preceitos para uma compostagem adequada e, durante um periodo
de tempo, fez-se o monitoramento de diversos atributos do material em
compostagem (JAHNEL et al., 1999). Os resultados sdo apresentados
nas figuras abaixo (Figura 13.2). Baseando-se nos grdficos, faca a
interpretacdo e o histérico de todo o processo.
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Figura 13.2 - Dados quimicos e bioldgicos de um processo de compostagem de
lixo doméstico (Esquema modificado de Jahnel et al.,1999).
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INTRODUGAO AOS METODOS INDEPENDENTES DE CULTIVO
NO ESTUDO DA MICROBIOLOGIA DO SOLO

Ademir Durrer, Fernando Dini Andreote

14.1. Introdugao

Os capitulos anteriores demonstraram o quanto complexo é o
ambiente solo e suacomunidade microbiana. Neles aprendemos os maiores
detalhes sobre a sua ampla biodiversidade e o quanto isso € importante
para a manutencdo da sustentabilidade do sistema, seja ele natural ou
agricola. Contudo, pouco foi discutido arespeito de metodologias as quais
nos permitem acessar e identificar a microbiota presente neste complexo
ambiente, fato que iremos abordar neste capitulo.

O cultivo de microrganismos e técnicas moleculares independentes
de cultivos sdo as metodologias que permitem explorar a diversidade
microbiana presente em diferentes ecossistemas. No entanto, uma vez
que a diversidade microbiana nos solos € enorme, e a adaptacdo dos
diferentes organismos se dd em condicdes distintas uma das outras, pode-
se imaginar que apenas uma minoria pode ser faciimente cultivada em
condicoes de laboratério (STALEY; KONOPKA, 1985; AMANN et al., 1995).
Sabe-se hoje que o cultivo e o isolamento de microrganismos, apesar de
tradicionais, abrangem apenas valores entre 0,1% € 10% da comunidade
bacteriana no solo (TORVISK et al., 1996). Se considerarmos uma placa
de cultivo na qual as condicdes nutricionais e fisicas sdo constantes e
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homogéneas, podemos faciimente observar a contradicdo emrepresentar
as comunidades microbianas do solo por meio de coldnias obtidas em
meios de cultivo (AMANN et al.,, 1995). Estudos recentes, focados na
descricGo de grupos bacterianos presentes no solo, porém de dificil
cultivo, tém revelado a estratégia evolutiva desses organismos, como a
organizagcdo gendmica compacta, o que leva a uma maior eficiéncia
na multiplicacdo celular, porém ligada a uma grande dependéncia da
interacdo com demais organismos para completar seu ciclo vital (VAN
SLUYS et al., 2002; DINI-ANDREQOTE et al., 2012). Assim sendo, nGo apenas as
condicdoes de cultivo, mas nossa visdo antrépica de obter os componentes
das comunidades microbianas dos solos de forma isolada, dificulta o uso
de métodos dependentes de cultivo para a o estudo e entendimento de
forma mais robusta dessas comunidades.

Neste sentido, a aplicacdo das técnicas chamadas de
independentes de cultivo, baseadas na deteccdo e andlise da
diversidade de dcidos nucleicos (i.e. DNA ou RNA) em amostras
ambientais € fundamental nos estudos de diversidade microbiana dos
solos, permitindo uma andlise mais fiel da estrutura das comunidades
acessadas (RANJARD et al., 2000; ANDREOTE et al., 2009).

14.2. Metodologias independentes de cultivo

Denfro destas metodologias de andlise, existem alguns subgrupos,
como as andlises baseadas em um gene (baseadas na amplificacdo
do gene alvo por PCR), ou andlises que contemplam todos os genes de
maneira conjunta (metagendmica e metatranscriptémica). Estas andlises
passam atualmente por um intenso processo de automatizacdo, o que
€ possivel devido a evolucdo nas metodologias e na reducdo do custo
do sequenciamento de DNA (item 14.3). Isto faz com que seja possivel
trabalhar com um maior nUmero de amostras e acessar uma enorme
quantidade de individuos em cada uma delas, trazendo grande robustez
as inferéncias realizadas.

Ecologicamente, essas andlises sdo essenciais, pois permitem que
dentro de comunidades compostas por um grande numero de grupos
taxonémicos tenha-se a amostragem de um grande numero de individuos,
gerando assim a cobertura ecoldgica necessaria para se inferir de forma
concreta sobre a composicdo e a resposta de tais comunidades frente a
diferentes condicoes ambientais estudadas. O exemplo pioneiro neste tipo
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de andlise em solos enumerou as diferencas encontfradas na composicdo
do microbioma de solos de diferentes paises por meio da andlise de um
grande numero de sequéncias do gene 16S RNAr (ROESCH et al., 2007).

A maioria dos estudos baseados em um gene se referem d
taxonomia dos grupos microbianos, o que & comumente realizado
com base em sequéncias dos operons ribossomais (gene 16S RNAr para
bactérias e arquéias, e gene 18S RNAr ou regides ITS para fungos) (HEUER et
al., 1997; ANDERSON et al., 2003). A amplifica¢cdo desses genes a partir de
DNA ou cDNA (convertido a partir de RNA) obtidos de amostras de solo, da
suporte a andlises posteriores, gerando informacdes sobre a estrutura das
comunidades microbianas alvos de estudo (métodos de fingerprinting),
a abunddncia (quantificacdo), ou a composicdo taxondmica dos
organismos presentes nessas comunidades (métodos de sequenciamento)
(ANDREOTE et al., 2009).

No entanto, para obterinformacdes correlacionadas com os papéis
desempenhados por grupos microbianos nos solos, outros genes vém sendo
utilizados em estudos de microbiologia molecular, com destaque para os
genesrelacionados a etapas especificas dentro dos ciclos biogeoquimicos.
Dentre estes, os genes mais utilizados sGo aqueles relacionados a ciclagem
de nitrogénio (nifH — fixagdo bioldgica de nitrogénio; amoA - nitrificacdo;
nirk, nosZ - desnitrificacdo), enxofre (dsrB — reducdo de sulfato; aprA —
reducdo e oxidacdo do enxofre) ou carbono (mcrA — metanogénese,
pmoA - metanotrofia) (HANSON; HANSON, 1996; HENCKEL et al., 2000;
GEETS et al., 2006; HENRY et al, 2006; BERNHARD et al., 2007). Outras funcdes
podem também ser estudadas, sendo o Unico fator limitante a fiel relacdo
da presenca de um gene com a observacdo do fendtipo desejado nos
organismos que hospedam a sequéncia de DNA no ambiente.

Considerando as andlises mais amplas, primeiramente devemos
ponderar a metagendmica, a qual surge como uma grande alternativa
para descrever a diversidade microbiana do solo, contemplando em
uma mesma andlise as informacdes taxondmicas e funcionais presentes
na comunidade. Este termo (metagenoma) foi cunhado em 1998 para
representar os genomas da microbiota total encontrada em uma
comunidade (HANDELSMAN et al., 1998). Esta estratégia oferece uma
alternativa para a exploracdo do potencial metabdlico de microrganismos
gue ndo sdo recuperados por métodos baseados em cultivo. O método
consistia inicialmente na clonagem de fragmentos grandes de DNA (40 a
100 kb), obtidos a partir de amostras ambientais, em vetores do tipo BAC
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(Bacterial Artificial Chromosome) ou cosmideos e a andlise das bibliotecas
resultantes em busca de uma nova expressdo fenotipica na linhagem
hospedeira de Escherichia coli (HANDELSMAN et al., 1998).

No entanto, com o desenvolvimento das tfecnologias de
sequenciamento massivo (item 14.3), alteracdes surgiram neste conceito,
sendo hoje possivel acessar amplamente a informacdo genética contida
em amostras de solo excluindo-se a etapa de clonagem. Este tipo de
andlise é bastante interessante pela possibilidade de descrever de
maneirarepresentativa os genes funcionais e faxonédmicos conjuntamente,
colocando estes enfoques em uma mesma andlise, o que permite a melhor
inferéncia sobre arelacdo entre a estrutura e a funcionalidade microbiana
dos solos.

O primeiro trabalho que utilizou este tipo de metodologia conseguiu
reconstruir genomas bacterianos por meio do sequenciamento do DNA
diretamente extraido de amostras de uma mina dcida, onde poucos
grupos microbianos compdéem o microbioma (TYSON et al., 2004). Outro
exemplo desta aplicacdo buscou descrever a diversidade fillogenética
e funcional da comunidade microbiana presente em amostras de gelo
glacial (SIMON et al., 2009), onde os resultados demonstraram parte do
metabolismo microbiano neste ambiente, com destaque para a presenca
de genes de adaptacdo a psicrofilia.

Em solos, este tipo de andlise vem sendo amplamente utilizado,
com um dos primeiros trabalhos realizados para a comparacdo da
microbiota, suas funcionalidades e potencial biotecnoldégico com base
no sequenciamento do DNA diretfamente retirado do solo (TRINGE et al.,
2005). Mais recentemente, este tipo de andlise vem sendo empregado na
descricdo de novas enzimas e na idenfificacdo da resposta da microbiota
do solo a eventos de contaminacdo (FIERER et al., 2013).

Em relacdo aos biomas brasileiros, o microbioma presente nos solos
de manguezais foi descrito por este tipo de andlise (ANDREOTE et al.,
2012), em que se nomearam 0s principais organismos componentes desta
comunidade e se descreveram as principais transformacdes metabdlicas
envolvidas nos ciclos biogeoquimicos do nitrogénio, carbono e enxofre.
Outros biomas brasileiros t€ém sido explorados com base neste tipo de
andlise, sendo estes sumarizados em um artigo recentemente publicado
por Pylro et al. (2014).
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Vale apenacomentarsobre as quantidades variadas de sequéncias
de DNA obtidas em andlises metagendmicas, as quais apresentam baixa
ou nenhuma similaridade com aquelas presentes em bancos de dados.
Isto demonstra o potencial desta andlise em descrever novos genes, ou
novos arranjos gendmicos, distintos daqueles j& conhecidos na literatura.
Este grupo de sequéncias foi inicialmente tratado como algo de menor
import&ncia no inicio dos estudos metagendmicos, mas tem recentemente
atraido bastante atencdo, principalmente no intuito de desvendar a
possivel funcdo contida nessas sequéncias de DNA (TOBAR-TOSSE et al.,
2013).

Na mesma linha de andlise, existe a possibilidade de se basear
o sequenciamento na porcdo funcional do microbioma, utilizando
moléculas de RNA como molde, em um ftipo de estudo denominado de
metatranscriptdbmica. Neste contexto, a metatranscriptémica aparece
como uma metodologia poderosa para determinar padrdes de expressdo
génica de comunidades microbianas (PORETSKY et al., 2005; FRIAS-LOPEZ
et al.,, 2008). Em confraste com a metagendmica, que fornece uma
andlise sobre a estrutura genética da comunidade, a metatranscriptdmica
identifica quais destes genes estdo sendo ativamente transcritos no
ambiente avaliado (GILBERT et al., 2008; PORETSKY et al., 2010).

Analisando amostras de comunidades microbianas marinhas,
Gilbert et al. (2008) descreveram a alta eficiéncia desta metodologia e
destacaram a possibilidade de detectar genes pertencentes a muitas
familias nunca anteriormente descritas em andlises baseadas em moléculas
de DNA. Em solos, alguns estudos utilizaram esta metodologia para a
descricdo de genes eucarioticos expressos sob diversas condicdes, como
em solos de floresta (DAMON et al., 2012), ou na determinacdo de genes
relacionados d resisténcia a metais pesados (LEHEMBRE et al., 2013). O foco
inicial em eucariotos se deu devido ao método de separacdo do RNAmM
do RNA total. Uma vez que a grande maioria do RNA obtido é de origem
ribossomal, a separacdo mais eficiente € por purificacdo em colunas poliT,
onde os RNAM que possuem cauda poliA ficam retidos. No entanto, estes
representam apenas a fracdo eucaridtica das comunidades. O acesso
aos transcritos de bactérias e arquéias se dd por meio do sequenciamento
do RNA total, ou por meio de separacdo do RNAmM desses organismos com
0 uso de hibridizacdo por sondas para remocdo do RNAr, como descrito
por He et al. (2010). Resta ainda a possibilidade de sequenciar todo o RNA
extraido, usando assim as sequéncias de genes ribossomais para uma
andlise taxondmica dos grupos com metabolismo ativo na amostra, ao
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passo que as sequéncias de RNAmM, mesmo que em menor numero, sAo
utilizadas para a andlise das funcdes ativas na amostra. Isto foi feito em um
dos primeiros frabalhos de metatranscriptémica em solos, em que serealizou
uma andlise conjunta da taxonomia e funcionalidade do microbioma de
solos de uma drea de preservacdo na Alemanha (URICH et al., 2008). Uma
revisdo recente enumera os estudos realizados com base nesta técnica, e
comenta sobre as varidveis presentes nos estudos de metatranscriptémica
de solo (CARVALHAIS et al., 2012). Esta ferramenta tem grande potencial
de uso na descricdo da atividade microbiana encontrada em diferentes
solos brasileiros, levando a descricdo dos grupos ativos nos diferentes
ambientes e sob distintas condicdes de conservacdo e uso do solo.

E importante destacar que ndo existe uma metodologia perfeita, a
qual forneca todo tipo de informagdo sobre as comunidades microbianas
do solo, mas existem metodologias adequadas para responder as
diferentes questdoes que sGo geradas ao longo do desenvolvimento dos
trabalhos focados no microbioma dos solos. Numa andlise comparativa, é
possivel verificar a vantagem de metodologias baseadas em PCR devido
ao melhor detalhamento que a mesma proporciona No Acesso a0 grupo
alvo (maior cobertura de andlise, por exemplo), enquanto que as ‘émicas’
geram dados mais completos sobre taxonomia e funcdes microbianas,
porém com uma cobertura menor da comunidade (normalmente
representando principalmente os grupos mais abundantes). Ainda cabem
nesta comparacdo, o custo para a obtencdo dos dados e as andlises dos
mesmos, que requerem habilidades especificas e na grande maioria das
vezes recursos computacionais de grande capacidade de processamento
e tempo de andlise.

14.3. Evolugdo dos métodos e do custo do sequenciamento de dcidos
nucléicos

O sequenciamento de DNA € a base da evolucdo das metodologias
atuais empregadas no estudo de comunidades microbianas. Pode-se dizer
que anteriormente ao surgimento destas, a microbiologia viveu sua fase
mais estagnada, sendo os conhecimentos morfoldégicos e bioquimicos
de células microbianas j& ndo mais capazes de afribuir caracteristicas
diferencias aos organismos cultivados, os quais compunham a base dos
estudos de caracterizacdo e de ecologia microbiana.



Intfroducdo aos métodos independentes de cultivo no estudo da microbiologia do solo 217

As metodologias capazes de gerar as sequéncias do material
genético tém evoluido de forma acentuada nos Ultimos anos. Se
inicialmente os estudos baseados em sequéncias de DNA eram
realizados por poucos grupos de pesquisa, devido ao seu elevado custo
e 4 necessidade de equipamentos especiais, atualmente estes estdo
amplamente disseminados entre os pesquisadores, principalmente para os
que atuam nas dreas de ecologia microbiana e microbiologia ambiental.

O método de Sanger, o primeiro a ser descrito com esta finalidade,
no ano de 1977, foi usado para sequenciar genes, fragmentos de DNA
gendmicos e até mesmo genomas pequenos, como o do bacteriéfago
PX174 (5.386 pb) (SANGER et al., 1977) e o da bactéria Haemophilus
influenzae (1.8 Mb) (FLEISCHMANN et al., 1995).

Esta metodologia passou por diversas adaptacdes as quais
ampliaram a escala de trabalho, sendo a maior delas a automatizacdo
do sistema por sequenciamento em capilares, a qual possibilitou seu uso
no estudo de genomas maiores, sendo 0 maior deles o sequenciamento
do genoma humano, o qual foi resultfado de mais de uma década de
trabalho, sendo finalmente anunciado no ano de 2001 (VENTER et al.,
2001).

No entanto, devido & necessidade de se clonar os fragmentos
anteriormente ao seu sequenciamento e a capacidade de gerar poucas
sequéncias por escala de tempo, tal metodologia possuia um elevado
custo e baixo rendimento, principalmente quando empregada no
estudo de genomas maiores ou mesmo daqueles que demandavam um
maior nUmero de sequéncias por organismos e/ou ambiente de forma
concomitante.

O esperado avanco surgiu com o desenvolvimento das tecnologias
nomeadas de sequenciadores de segunda geracdo (next generation
sequencing) ou NGS, as quais ndo necessitam da clonagem prévia do
material a ser sequenciado, e geram quantidades muito maiores de
informacdo por tempo de processamento. Entre tais tecnologias estdo
aquelas desenvolvidas pelas empresas Roche (pirossequenciamento 454),
Life Technologies (Solid, lonTorrent) e lllumina (HisScan, HiSeq2000), dentre
ouftras. Tais tecnologias sdo concorrentes no mercado e tém levado ao
amplo acesso da informagdo genética de organismos especificos, sejam
estes enconfrados em cultura pura ou em comunidades ambientais
complexas. A grande vantagem que acompanha o montante de dados
gerado € o custo do sequenciamento, o qual se reduziu drasticamente
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ao longo dos Ultimos anos, obedecendo a chamada Lei de Moore,
inicialmente usada para descrever o avango na capacidade de andlise
de dados computacionais e atualmente usada para predizer 0 avanco
na capacidade de se gerar informacdes genéticas a partir de amostras
bioldgicas. (Figura 14.1).
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Figura 14.1 - Evolucdo do custo e da quantidade de dados gerados ao longo do
desenvolvimento das metodologias de sequenciamento de DNA.
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