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I. INTRODUCAO

A escassez de energia, registrada pelos constantes aumentos de preco do _'
petroleo, a partir da decada de setenta, concorreu para onerar em demasia; a produ
cao industrial de ferti]izantes nitrogenados. A crise.mundial de alimentos  tambem
elevou os precos dos produtbs’agr7c01a§ a niveis alarmantes. Por outro iado, 0 au-
mento da pfodutividade agricola tem mostrado, principalmente nos paises “industria-
lizados e no Oriente, uma correlacao com o'consump de gdubos n{trogénados.

Segundo estimativas de HARRIS & HARRE (1979), o consumo de nitrogénio
em 1980, na América Latina, foi dg 2,7 x 10° tbne]adas, aproximadamente. Desta for
ma; a deterioragéo do meio ambiente e o abastecimento.inadequado de alimentos em va
rias regioes do mundo poderiam ser atribuidos, em parfe, ao uso indiscriminado de
~ nitrogenio ou a sua falta, respectivamente.

A perda progressiva do nitrogénio no sistema solo/planta, principalmen-
te em regioes tropicais, se di de varias maneiras, como lavagens (lixiviagao), remo
'§50 pelas colheitas, perdas por erosao, perdas pelo fogo, etc. Além disso, a inten-
sificacdo do uso de adubos quimicos e também da exploracao agricola, em geral, tem
resu]fado numa carga muito pesada para o processo biologico que mantém o equilibrio
do nitrogenio na biosfera. A busca de alternativas que permitam a manutencao da fer
tilidade dos solos e o aumento da produtividade agricola torna-se prioridade em to-
do o mundo.

A biosfera possui um grande numero de organismos com habilidade em in-
corporar o nitrogénio atmosférico aos componentes metabolicos. Ha sistemas fixado-
res extremamente evoluidos que tém sido utilizados ha muitos anos a servigo da
agricultura. ‘ »

Segundo DOBEREINER & DUQUE (1980), a importancia da fixacdo bioldgica

de nitrogénio, pode ser ilustrado pelo exemplo da cultura da soja, onde, conside-

rando-se as estimativas para 1980, isto €, 10 milhoes de hectares cultivados ébm 'é



cultura da soja e uma produgéo aproximada de 15 milhoes de toneladas de graos, e
considerando-se ainda os teores de proteina e de-N no grao em torno de 40% e 6%, res
pectivamente, obtém-se 900.000 toneladas de N, que sSo fixadas anualmente. Este mes
mo calculo pbde ser feito para o milho, subondo uma producao de 25’mi]h6es de tone-
~]adés de graos (com uma produgao média em torno de 2.200kg/ha) e'com 10% & 1,5% q§
proteina e N no grao. “

Como podemos observar, alem da soja outras culturas poderao ser melho-
‘radas valendo-se da fixagao bio]Bgica_do nitrogénio, onde.darfam'importanteg econo
mias éo pais.

| Além disso, as quantidades de nitrogénio, onde dariam importantes econo

mias ao pais, incorporadas no solo atraves da fixacao biologica, poderao ser aumen-
" tadas. Basta que se apliquem o0s conhecimentos ja dfspon?veis, fornecidos pela pes-
quisa, e que se incentivem as investigagoes sobre vérios'outros aspectos relaciona-
dos com fixacao biologica e me]horamento genético dos cujtivares, visando.esses ca-
ractefes. . ‘

Cabe salientar, ainda, que apeséf.ags érébé]hos re]écionados com fixa-
cao do nitrogénio em milho, utilizando-se das técnicas de melhoramento genético 58
rem reaiizadas a médio e a longo prazos, por oufro lado permitem obter genotipos su
periores na eficiéncia de absorcao de nutrientes (principalmente nitrogénio) a cur-
to‘prazo: | |

Ak

II. FIXAGCAO DE NITROGENIO EM MILHO

Na ordem de importancia mundial, a cu]tura do milho situa-se em 39 . lu-
gar, sendo sua maior relevancia nos paises em desenvolvimento.

0 principal fator limitante para esse cultivo se refere quanto a dispo
nibilidade de nutriente no solo. 0 nitrogénio representa um dos maiores problemas,

pois seus teores em nossos solos sao, freglientemente, baixos.



A bacter1a responsave] pelas associagoes mais 1mportantes foi identifi-
cada como Azospinillum, e segundo MAGALHAES et aﬂc& (1979) infecta as raizes pro-

liferando em espacos inter e intra-celulares e, principalmente nos protoxilemas,que

“podem ser completamente preenchidos com bactérias., Em regioes tropicais, essas bac

térias ocorrem em grande abunq§ncia, numeros na faixa de 108 ou 107 de células de
Azospirillum por g/raizes ou solo.podem ser enfontrados durante o ciclo vegetati-
vé de milho e sorgo, s.gundo DOBEREINER (1977). Parece, portanto, que a fixagao de
n1trogen1o ocorre principalmente na regwao da r1zosfera para o interior das raizes.
Uma vez estabelecidas as associagoes de’ gramineas e cereais com Azospi-
nillum, Foram iniciados trabalhos sobre a eco1oqia e fisiologia das associagGes pa-

ra esc?arec1mento de seu mecan1smo. Reclassificagao das bacter1as responsaveis com

" a cr1agao de um novo genero com duas espec1es (A. f&poéeﬂum e A, brasiliense), foi

necessar1a segundo TUTIM (1958). Estudos de fisiologia da bacter1a‘reve1aram nume-

‘T0S0S fatos 1nteressantes Ambas as espécies podem dissimilar nitrato e nitrito,

mas ha esL1rpes que nao reduzem n1tr1to a n1trogen1o melecular. Com éxcegéo deste
grupo, as demais formas de AZOApiniﬁﬂum s30 denitrificadores, isto e, além de fixa-
rem nitrogénio, possuem o mecanismo para 0 processo opostb, que € a perda do nitro-
génio'minera1 em forma gasosa. o |

'Recéntemente, ainda foi demons?rada especificidade hospedeiré na asso-
ciacao das gramineas, segundo BALDANI et alil (1980). Num solo un%formemenfe inocu-
lado, raizes de milho foram infectadas apenas por A. zipoéehum, enquanto trigo e ar
rozvselecionaram para A. brasiliense.

Os conhecimentos recentes da especificidade hospedewra nas associacgoes
de A205p¢n4££um levaram a resultados prom1ssores Esses resultados promissores, en-
tretanto, nao devem levar a mais uma onda precipitada de querer inocular indiscri-
minadamente. Ainda falta muito para se definir condigoes é bactérias apropriadas

para cada situac3o. ’ .



Na Tabela I podemos observar caracteristicas importantes para fixacgao

de nitrogénio em simbiose planta/bacteria.

s
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PLanta

. Conversao eficiente da energia solar
. Disponibilidade de excessos de produtos fotossinteticos

. Formacao de nodulos ou estruturas correspondentes que oferecem:

Protecao mecanica
Acesso rapido de oxigénio
Manutencao de concentracoes baixas de oxigénio no sitio -

Via especifica de assimilacao de amonia capaz de assimilar  concen-
tragoes muito baixas ' ‘

Bactenia ;
. Metabolismo oxidativo
. Mecanismo de reconhecimento da planta hospede

Infeccao das raizes e multip]iéagéo interna
Fixagao de N, sem multiplicacao de células

Excrecdo do NH; fixado (derepress3o da nitrogenase)

. Mecanismos alternativos de protecao da nitrogenase contra oxigénio

se a planta nao os oferece.

Assim, os Ultimos 10 anos de pesquisas sobre fixacao de nitrogénio em

milho indicam as seguintes praticas para a sua exploragao a curto prazo:

1. Maximizacao da fixacao de nitrogénio espontanea pela utilizacao de

. formulas de adubacao apropriadas, isto e, niveis baixos de N, altos de P e comple-

mentados com Mo

2.
3

disponiveis;

Melhoramento de plantas para maior fixagao de nitrogénio;

Inoculacgao com estirpes selecionadas de AZOAanLZZum quando forem




4, InteragSes dos gehBtipos planta e bactéria e niveis baixos de NOzpre

cisam ser melhor explorados, pois representam a chave para a complementacao de

fixacao de nitrogénio com N mineral em cereais e gramineas forrageiras.

A fixacao de nitrogénio em milho e em outras gramineas tem sido o gran
de desafio da pesquisa no-momento. Mesmo que apenas parte do nitrogénio possa ser
fornecida pela associagao com bactérias fixadoras deste elemento, a economia em

adubos chegaria a proporcoes semelhantes as das leguminosas.

; III. METODOS PARA AVALIAR A FIXACAO DE NITROGENIO
(a) Teenica da diferenca do N total e ieenica da diluicdo isotopica de Njg

Una técnica facil para quantificacao & a tecnica da diferenca do nitro
génio total, onde a avaliagao da contgibuigéé da fixacao € calculada subtraindo;
"-se o N total em uma planta nao fixadora'de N, do N total da planta fixadora. A hi-
potese inérente ao uso dest; técnica € a de que a planta fixadora~eva planta nao
fixadora retiram as mesmas quantidades de n{trogénio no solo. Esta tecnica e melho-
rada se nitrogénio marcado for adicionado ao éo]o, se a cultura-teste e a cultura-
-controle recuperam a mesma quantidade de nitrbgénio marcado, ent3o quase certa-
mente, elas retiram do solo quantidades de N nao marcado muito semelhante tambem.

Se a p]anta-coﬁtro]e e a planta-teste recuperam quantidades diferentes
do N marcado e N nao marcado do solo, ent3o a técnica de diferénga do N nao pode
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ser usada, pode-se, porem, usar a tecnica da diluigao isotopica de '“N, cuja supo-

- . . . . .y 15
sicao e de que num solo onde foi adicionado nitrogenio marcado com N, a planta
fixadora de N, e a planta-controle tiram nitrogénio do solo com o mesmo enriqueci-

mento (% ]SN). ‘

Assim, supoe-se que a relagao entre N marcado do fertilizante e o N

nao marcado absorvido do solo € a mesma para as duas plantas. A proporcac de prove-

niente da fixacao de N, na planta fixadora pode ser calculada pela diluicao propor-

15

cional do enriquecimento de "“N no N proveniente do solo.




‘A tecnica da diluicao isotopica requer qué'as plantas-testes e contro-

15

les retirem o N do solo com o mesmo enriquecimento de "“N. Para isso, & necessario

que o solo seja uniformemente marcado no tempo e na profundidade, mesmo que as plan

~ . tas retirem quantidades diferentes de N com o tempo ou explorou o solo em profundi-

dades diferentes, as duas plantas ainda recuperarao N do solo com o mesmo enrique-

15N) e a técnica da diluicdo isotdpica poderd ser usada.

cimento-de N marcado (

- A‘técn1c§_4o N marcado, sem duvida, & a que se pode ter maior confiabi
lidade, mas devido ao seu alto custo, esta técnica deve ser-usada apenas em esta- -
g{os'bem desenvolvidos, uma técnica mais simpTes e mais economica e, por éssa ra-

zdo, a mais usada no momento € a técnica de reducao de acetileno, que apesar de

dar resultados mais grosseiros € extremamente pratica em inicio de programa.

(b) Teenica de redugdo de acetileno
(b.1.) Nitrogenase

. A'nftrogenase go comp]exo'enzimético universalmente responsavel pela
reducao biologica do nitrogénio'atmosférico em amonia. Estudando substratos alter-
nativos paravegsa enzima, DILWORTH (1965) e SCHOLLORN & BURRIS (1966), descobriram
que ofacefi1eno'1hibe a redugﬁo do N,. pela nitrégénaée (N,-ase) e que o acetileno
(CzH%) & reduzido a etileno (Cqu)..HAﬁDY & KNIGHT (1967), sugeriram, entao, que es
sa reacao poderia permitir uma}no&a técnic; para a medicao da  atividade da N,-ase.

A reacao normalmente catalizada pela N,-ase "in vivo" e:

N, + 6H" + 6e” _» 2 NHg

(1))

Se a Ny-ase & exposta ao acetileno na auséncia de N,, essa reagao

substituida por:

CoH, + 2H' + 2e” - 2 CHs

HARDY & KNIGHT (1966) descobriram que o consumo de ATP da Nj-ase e in-

dependente do substrato que esta sendo reduzido.



(b.2.) Vantagens da tecnica da reducao de acetileno

A maior vantagem da técnica de reducio de acetileno & a sua grande sen-

sibilidade e velocidade quando comparada com outras tecnicas existentes.

(b.3.) Aplicagoes da tecnica de reducdo de acetileno
(b.3.1.) Pfesséo parcial do acetileno

E necessario expor o sistema de fixacao de N, a uma concentracao de
" C,H, suficiente para saturar a enzima e obter a maxima atividade de redugdo de ace-
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tileno. Uma pressao parcial de'Csz de 0.025 e D.010 atm (25me.1”
pressao normal da atmosfera) & usualmente suficiente para obter-se a maxima taxa de

produgio de C,H, (HARDY et alii, 1968).
(b.3.2.) Sistemas em milho

0s melhores métqdos para estimar a reducao de acetileno associada com

gramineas e cereais sdo: o uso da analise €m cilindros intactos com grande cuidado
para evitar pertubar o solo nos cilindros, ou a analise completamente "in situ".

Para a e]éboragéo da analise "soil core", cilindro do soio, nos recomen

‘ damos que a planta seja semeada dentro do cilindro ou que‘o Ei]indro seja enterrado

no solo em torno da planta peio menos uma semana antes da analise. 0s cilindros de

vem ter dimensdes suficientes para que os‘danos ao sistema radjcu]ar sejam minimos ;

pafa milho e sorgo utilizam-se cilindros de 18cm de diametro por 18cm de altura.

24 horas antes da analise, o interior do cilindro & coberto com 2 a 3cm de areia se

ca para prevenir a atividade de algas. Para a analise, o cilindro mais o sistema

solo-planta sdo fechados e acetileno € injetado dentro do recipiente através da

. : . ,

"suba seal", de modo que a atmosfera contenha 100 a 150mz/2 de acetileno volume do

recipiente e se esse volume nao e conhecido, & preciso que um padrao interno (10mg.

de propano) seja injetado. O periodo de incubagao nao deve ser_longo. WANI et alil

(1983) recomenda que a amostra inicial deve ser tirada depoi$ de 1 hora, quando os



gases do sistema estao equilibrados e a amostra final 5 horas mais tarde. Esse méto
do & feito com as plantas em vaso e onde exista uma tampa que possa ser fechada pa-
ra a analise, a planta nao precisa ser pertubada durante todo o témpoAdaAanélise, 0
que & uma grande vantagem mas rigorosas precaucoes devem ser tomadas ‘para o.contro-
le de a]gag, ja que estas plantas frequentemente creséem'em condigﬁes.del. umidade
na casa de vegetagéoi | . | :

- Para a analise "in situ" de plantas de terras secas, recoﬁenda-se simi-
'1armeqte_que as plantas devem ser semeadas nosAcilindros~ou,e§tés enterrados pelo
menos uma semana antes da amostragem. Como antes, areia deve ser adicionada para o
controle de algas. Para a analise, nesse caso, €& necessario o uso de um saco plas-
tiéo de diametro levemente maior que o cilindro. Polipropileno € menos permeavel

aos gases do que polietileno e por isso, sacos finos desse material servem bem.

IV. MELHORAMENTO GENETICO VISANDO FIXACAO DE NITROGENIO EM MILHO

- Adaptacdo dos métodos tradicionais, por mim proposto, visando  esse

trabalho.

1. Avaliagao de um amplo germoplasma

No inicio do programa,vé necessario fazer uma avaliagdo em ensaios de -
produfividade, de um amplo germoplasma constituido por variedades, compostos e po-
pulagcoes no séntido de se definir quais materiais serdao trabalhados para os carac-
teres em questdo. Um dos esquemas aconselhados & subdividir as parce]és do ensaio
com adubagao nitrogenada e sem adubagao nitrogenada nas Subparce]as, avaliando,
com isso, a depreciagéo dos tratamentos do nivel com adubagao para o nivel sem adu-
' baéﬁo. Como técnicas auxiliares, que servirdo de subsidios na escolha dos melhores
cultivares, poderao ser feitas analises do N total do grao (amostragem de cada

subparcela), e da reducao de acetileno no estagio de "seedling".



2. Selegao entre e dentﬁb familia de meios irmios

0 método consiste no seguinte: inicialmente sdo obtidas espigas de poli
nizagao 11vre da populagao a sér mefhorada, as espigas de cada planta _constituem
uma so pfogénie de meios irmios. As espigas sao debulhadas e as sementes de cada
progénie sao colocadas em sacosiseparados. As progénies sao avaliadas em ensaios
de produgao com baixa.quantidade de nitrogenio, onde todos os caracteres de interes
se’ sao anotados: Usu@]mente, de 200 a 500 ﬁrogénies sao avaliadas e o esquema de
redugéé de acetileno éﬂfeito "in situ“, auxiliando em conjunto com as avaliacoes
agronémﬁcas, na escolha das melhores progéﬁies para fixagao de nitfogéhio; apos is-
Yo praticé-se uma selecao na ordem de 10 a 20% e esté etapa constitui a selecao en-
tre progénies. As melhores progénies assim selecionadas sao recombina&as entre si
na geracao seguinte, usando as sementesiremanescentés. Um procedimento- adequado
cénsiste em plantar um lote iso]adé de'despeﬁdoamenpo, onde aé progénies se]eéioha-
das constituirao as fileiras femininas e as masculinas serao plantadas com uma mis-
tura de todas.as progénies ée]ecionadas. Esse Tote pode-ser plantado em um  tanque
de.aproximﬁdamente 400m?, onde o N marcado foi incorporado junto a matérié organi-
ca, permitindo, com iséo, a uti]izagéo‘da técnica da'di]uigéo isotopica do 15N, qde-
em conjunto com as observacdes agron6micas nos permitira égco]her, dentro de  cada
fileira feminina, as melhores plantas; essa etapa constitui a selecao dentro das
progéﬁies. ‘ |

3. Selecdo entre e dentro familia de irmaos germanos

Seque o esquema anterior, com excecao da obtencao de progénies, onde
obtém-se cruzando manualmente as plantas; assim 200 progénies de irmaos  germanos

s3o obtidos de 400 plantas da populacio.
4. Selecdo entre e dentro de famjlias endogamicas Sy ou S,

Nesse caso, as progenies sao obtidas por autofecundacao e a obtengao de

progénies endogamicas faz com que aumente a variancia ‘entre as progénies e aumente
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a unifofmidadebdas plantas dentro das progénies e isso parece ser interessante quan
do se quer auxi]iar a selegao para fixagao de nitroqénio, usando a téecnica de redu-
cao de acetileno em vasos, onde um nUmero pequeno de plantas das pfogénies sao uti-
1izadas.

5. Selegao recorrente para capacidade de cbmbﬁnagﬁo geral

0 método consiste em autofecundar um bom nimero de plantas numa popula-
cao Heterogénea, cruzando estas plantas autofecundadas com um’testador de base gene
tica ampla, que pode ser uma variedade ou um hibrido, a sequir s3do conduzidos en-
saios comparativos de produgao, sendo que os melhores genotipos reconhecidos’ sao
intgrcruzados entre si para se obter o 10 ciclo. A tecnica da reducao de acetile-

no, nesse caso, pode ser feito tanto em vasos como "in situ".

6. Selecao recorrente para capacidade especifica de combinacao

Esse esquema & semelhante ao anterior, com excecdo na uti]izagio do tes
tador, sendo esse de base genética restrita, uma linhagem autofecundada e de  pre-

feréncia com boa capacidade de fixacao de nitrogenio.

7. Selecao recorrente reciproca com familia de meios irmaos

Esse esquema de selecac & utilizado quando se quer melhorar duas popula
coes ao mesmo tempo; o método pode ser conduzido de modo que um ciclo € completado
em trés anos;-outra variacao desse método pode ser feita, utilizando-se plantas pro

1ificas e/ou familias de irmaos germanos.

8. Melhoramento de linhagens e exploracdo do vigor de hibrido

A obtencao de linhagens homozigoticas, parece ser -um bom caminho no sen
tido de se obter informagoes sobre linhagens com capacidade de fixagao de nitrogeé-
nio, e trabalhando-se com materiais homogéneos minimizam um pouco do problema de 0s

cilacao genetica e permitem explorar o vigor do hibrido, atraves de cruzamentos,
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atendendo, com isso, o mercado com materiais de alto potencial produtivo e com boa
capacidade de.fixagéo de nitrogenio.

Outros metodos, como selecao massal, espiga por fileira e selecgao recot_,'
rente fenotTpica, parecem nao ser adequados ao trabalho em quest3ao. 0 metodo do
retroc}uzamento podebser utilizado futuramente.

0 esquema de plantio em vasos, para-a utilizacao da tecnica de redugéo
de acéti]enb, aconselho que seja plantado em cada vaso um minimo de 3 sementes de
milho para que o efeito da concorréncia esteja breSentg. Cada Qaso éorresponde a

.uma pafcela que devera ser repetido um minimo de 4. vezes. Esse esquema deve ser
usado apenas como uma ferramenta auxiliar na eséo]ha de progénies ou linhagens, on-
deiestEo sendo avaliadas normalmente no campo. Esse esquema pode ser utilizado na
avaliacao de progénies; onde dois ensaios sao realizados: um no campo com baixa
adubagao nitrogenada utilizando-se um Tndice de selecao de 10% e outro utilizando
esse esquema de plantio em vasos com as ﬁesmas progénies e com 10% de Tndice de
selecao, une-se as progéhieg selecionadas desses 2 ensaios e apos a recombinacao,

'bratica—se a selecao dentro de cada progénie'(uti1izando, nessa ultima fase, a téc-

nica de diluicao isotopica de nitrogénio como método auxiliar).

V. CONCLUSOES

A fixagao de nitrogénio em milho €, sem davida, um grande desafio da
peéquisa no momento. Existem boas perspectivas de se obter sucesso, onde resulta-
dos observados, em uma avaliacao preliminar de um amplo germoplasma, realizados no
ano agricola 84/85, por mim em conjunto com o Prof. Paterniani e a Dra. Dobereiner,
e equipe, mostrou-nos dados bastante animadores e que devem ser melhor explorados,

& = =
permitindo, ainda, a idealizacao dessa monografia para linhas de pesquisa visando
a fixacao e/ou eficiéncia de nitrogénio, por mim rea]izadas, mas muito trabalho

ainda esta para ser feito, fazendo-se necessario a interligacao multidisciplinar pa

ra que se possa ter, a medio prazo, resultados satisfatorios: Trabalhos de genetica
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molecular, no sentido de se obter boas estirpes de Azospinilfum, trabalhos de  so-
los, de fixacao bioTEgica e de melhoramento est3do ainda em um estagio primario e as
tecnicas disponiveis pafa a determinacido de fixacdo de nitrogénio n3o s3o ainda as
‘mais adequadas; mas somando-se os esforgos, grandes resultados poderao ser obti-
dos, gerando,bcom isso, uma gpande economia de divisas ao pais e barateando o cus-
to de ]aVoqra para o_aQricu]tor, sem contar na grande contribuicdo para a " agricul-
tura bio]ﬁgica do Bras.1 e o desenvolvimento cientifico e tecnologico que este tipo

de trabalho trara para o nosso pafs.
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