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. , T. INTRODUÇAO

A escassez de energia, registrada pelos constantes aumentos de preço do
petroleo, a partir da decada de setenta, concorreu para onerar em demasia, a produ
ção industrial de fertilizantes nitrogenados. A crise mundial de al~mentos tambem
elevou os preços dos produtos agrfcolas a nfveis alarmantes. Por outro l~do, o au-
mento da produtividade agrfcola tem mostrado, principalmente nos pafses 'industria-
lizados e no Oriente, uma correlação com o'cons~m~ de adubos nitrogenados.

Segundo estimativas de HARRIS & HARRE (1979), o consumo de nitrogênio
'-- em 1980, na America Latina, foi de 2,7 x 106 toneladas, aproximadamente. Desta for

ma , a deterioração do meio ambiente' e o abastecimento. inadequado de alimentos em va
rias .regiões do mundo poderiam ser atribufdos, em parte, ao uso indiscriminado de
nitrogênio ou a sua falta, respectivamente.

A perda progressiva do nitrogênio no sistema sololPlanta, principalmen-
te em regiões tropicais, se dã de vâr ias mane iras , como lavagens (lixiviação), remQ.

.ção pelas colheitas, perdas por erosão, perdas pelo "fogo, etc: Alem disso, a int~n-
sificação do uso de adubos qutmicos e tambem da exploração agrfcola, em geral, tem
resultado numa carga muito pes~da para o processo biologico ~ue mantem o equilfbrio
do nitrogênio na biosfera. A busca de alternativas que permitam a manutenção da fer.tilidade dos solos e o aumento da produtividade agrfcola torna-se prioridade em to-
do' o mundo.

A biosfera possui um grande numero de organismos com habilidade em in-
corporar o nitrogênio atmosferico aos componentes metabolicos. Hã sistemas fixado-
res extremamente evolufdos que têm sido utilizados hã muitos anos a serviço da

..•..
agricultura.

Segundo DOBEREINER & DUQUE (1980), a importância da fixação biologica
de nitrogênio, pode ser ilustrado pelo exemplo da cultura da soja, onde, conside-
rando-se as estimativas para 1980, isto e, 10 milhões de hectares cultivados com a
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cultura da soja e uma produção aproximada de 15 milhões de toneladas de grãos, e
considerando-se ainda os teores de proteina e de N no grao em torno de 40% e 6%, res
pectivamente, obtem-se 900.000 toneladas de N, que são fixadas anualmente. Este mes
mo cãlculo pode ser feito para o milho, supondo uma produção de 25 miJhões de tone-
-l adas de gl'aos (com uma produção medi a em torno de 2.200kg/ha) e com 10% ê 1,5% de
proteina e N no grão.

Como podemos observar, alem da soja outras culturas poderão ser melho-
·radas valendo-se da fixação biológica do nitrogênio, onde, dar iam importantes econo
mias ao pais.

Alem disso, as quantidades de nitrogênio, onde dariam importantes econQ
mias ao país, incorporadas no solo atraves da fixação biológica, poderão ser aumen-
tadai~ Basta que se apliquem os conhecimentos jâ disponíveis, fornecidos pela pes-
quisa, e que se incentivem as investigações sobre vários qutrosaspeçtos relaciona-
dos com fixação biológica e melhoramento genetico dos cultivares, visando.esses ca-
racteres.

Cabe salientar, ainda, que apesar dos trabalhos relacionados com fixa7
ção do nitrogênio em milho, utilizando-se dastecnicas de melhoramento genetico se
rem realizadas a medio e a longo prazos, por outro lado permitem obter genõtipos su
periores na efi ciênci a de absorção' de nutri entes (princi palmente nitrogêni o) a cu'r-
to pra.zo:

, J"

11. FIXAÇAO DE NITROGENIO EM MILHO

Na ordem de importância mundial, a cultura do milho situa-se em 39 .lu-
gar, sendo sua maior relevância nos paises em desenvolvimento.

O principal fator limitante para esse cultivo se refere quanto ã disp~
nibilidade de nutriente no solo. O nitrogênio representa um dos maiores problemas,
pois seus teores em nossos solos são, freqüentemente, baixos.
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A bact~ria responsavel pelas associações miis importantes foi identifi-
. • t cada como Azo.óp,úUllum, e segundo MAGALHAES e;t a.Lü. (1979). infecta as rai zes pro-

liferando em espaços i~ter e intra-celulares e, principalmente nos protaxilemas,que
'podem ser completamente preenchidos com bact~rias. Em regiões tropicais, essas bac

t~rias ocorrem em grande abundância, n~meros na faixa de 106 Ou 107 de c~lulas de
Azo.ópillll11.m pDr g/raizes ou solo-podem ser encontrados durante o ciclo vegetati-
vo de milho esorgo, s~gundo DOBEREjNER (1977). Parece, portanto, que a fixação de
nitrogênio ocorre principalmente na região,da rizosfera para o interior das raizes.

Una vez estabelecidas as associações de'gramineas e cereais com Az0.6p-<--
'--- '.

ili1wn, foram iniciados .trabalhos sobre a ecologia e fisiologia das associações pa-
ra esclarecimento de seu mecanismo. Reclassificaçãodas bactérias responsaveis com
ecr iaçào de 'um novo gênero com duas espécies (A. Upo6vwm e A. bfl.M~eYt.ó(!_), foi
necessaria segundo TUTIM (1958). Estudos de fisiologia da bactéria revelaram nume-
rosos fatos interessantes.Jlmbas as espécies podem dissimilar nitrato e nitrito, ,
mas há estirpes que não reduzem nitrito a nitrogênio mo-lecular . Com exceção deste
grupo, as demais formas de Az0.6pifUlfurn são dení tr t+i cadores , isto é,'alem de fixa-,
rem nit.roqêrri o, possuem o mecani smo para o processo opos to ~ que é a perda do nitro-
gênio mineral em forma gasosa.

.Recentemente, ainda foi demonstrada especificidade hospedeira na asso-
ciação das gramíneas, segundo BALDANI e;t ~ (1980). Num solo uniformemente inocu-
lado, raizes de milho foram infectadas ape~as por A. lipo6~, enquanto trigo e ar
roz se lecionaram para A. bfLM~eYl.6 e.

Os conhecimentos recentes da especificidade hospedeira nas associações
de Azo.óp~ levaram a resultados promissores. Esses resultados promissores, en-
tretanto, não devem levar a mais uma onda precipitada de querer inocular indiscri-
minadamente. Ainda falta muito para se definir condições e bactérias apropriadas
para cada situação. . ,

. • ..•..• .- e .
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Na Tabela I podemos observar características importantes para fixação
de nitrogênio em simbiose plants /bactêr-i a ..

1. Conve(são eficiente da energia solar
2. Disponibilidade de excessos de 'pr-odutos +otos stntêt icos
3. Formação de nódulos ou estruturas corresponden~es que oferecem:

Proteção mecânica
Acesso rápido de oxigênio
Manutenção de concentrações baixas de oxigênio no sítio
Via específica de assimilação de amonia capaz de assimilar
trações muito baixas

concen-

1. Metabolismo oxidativo
2. Mecanismo de reconhecimento da planta hãspede
3. Infecção das raizes e multiplicação interna
4. Fixação de N2 sem multiplicação de celulas
5. Excreção do NH3 fixado (derepressão da nitrogenase)
6. Mecanismos alternativos de proteção da nitrogenase contra

se a planta não os oferece.
oxigênio

Assim, os últimos 10 anos de. pesquisas sobre fixação de nitrogênio em
milho indicam as seguintes práticas para a su~ exploração a curto prazo:

1. Maximização da fixação de nitrogênio espontânea pela utilização de
fórmulas de adubação apropriadas, isto e, níveis baixos de N, altos de P e comp1e-
mentados com Mo;

2. Melhoramento de plantas para maior fixação de nitrogênio;
3. Inoculação com estirpes selecionadas de Azo~p~ quando forem I

-i
Idisponíveis; '-.
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4. Interações dos genõtipos planta € bactéria e níveis baixos de N03pr~
. \ cisam ser melhor explorados, pois representam a chave para a comple~entação

fixação de nitrog€nio com N mineral em cereais e gramíneas forrageiras.

A fixação de nitrog€nio em milho e em outras gramíneas tem sido o gra~
de desafio da pesquisa no··momento. Mesmo que apenas parte do nitrog€nio possa ser
fornecida pela associação com bactérias fixadoras deste elemento, a economia em
adubos chegaria a proporções semelhantes as das leguminosas.

111. MfTODOS PARA AVALIAR A FIXAÇAO DE NITROGENIO

Una técnica fãcil para quanfificação ea técnica da diferença do nitro
g€niot6tal, bnde a avaliação da contribuiçã~ da fixação é calculada subtraindo-
-se o N total em uma planta não fixadora de N2 do N total da p1anta fixadora. A hi-.
põtese inerente ao uso desta técnica é a d~ que a planta fixadorae a planta nao

.fixadora retiram as mesmas quantidades de nitroqéni o no solo.' Esta têcn ica e me lho-
rada se nitrog€nio marcado for adicionado ao solo, se a cultura-teste e a cultura-
-controle recuperam a mesma quintidade de nitrog€nio mar~adri, então quase certa-
mente, elas retiram do solo quantidades de N não marcado muito semelhante tambem.

,
Se a planta-controle e a planta-teste recuperam quantidades diferentes

dcr N marcado e N não marcado do solo, então a tecnica de diferença do N não pode
ser usada, pode-se, porém, usar a técnica da diluição isotõpica de 15'N, cuja supo-
sição é de que num solo onde foi adicionado nitrog€nio marcado com 15N, a planta
fixadora de N2 e a planta-controle tiram nitrog€nio do solo com o mesmo enriqueci-

--- - ". '-

mento (% 15N). r

Assim, supoe-se que a relação entre N marcado do fertilizante e o N
não marcado absorvido do solo é a mesma para as duas plantas. A proporção de prove-
niente da fixação de N2 na planta fixadora pode ser calculad~ pela diluição propor-
cional do enriquecimento de l5N no N proveniente do solo.

'-
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A têcní ca da diluição isotõpica requer q.ue'as plantas-testes e contro-
les retirem o N do solo com o mesmo enriquecimento de 15N. Para isso, e necessãrio
que o solo seja ~niformemente marcado no tempo e na profundidade, mesmo ~ue as pla~

.tas retirem quantidades diferentes de N com o tempo ou explorou o solo em profundi-
dades diferentes, as duas plantas ainda recuperarão N do solo com o mesmo enrique-
ciment9,de N marcado (15N) e ~ tec~ita da ~ilui~ão isotõpica poderã ser usada.

Atecnica ~o N marcado, sem dGvida, ~ a que se pode ter maior confiabi
lidade, mas devido ao seu alto custo, esta t~cnica deve. ser'usada ~penas em estã-
gios 'qem desenvolvidos, uma têcní ca mais simpl'es e mais econômica e, por essa ra-

~ zão, a mais usa~a no momento ~ a tecnica de redução de acetileho, que apesar de
dar resultados mais grosseiros e extremamente prãtica em início de programa.

(b) íe.c.vúc.a de Jt~dução de ac.et.uevw

(b.l.) Nitrogenase

A"nitrogenase e-o, complexo enz.imãtico urriver-s elmente responsâve I pela
redução biolõgica do nitrog€nio' atmosférico e~amônia. Estudando substratós alter-
nativos para essa enzima, DIL~!ORTH (1966) e SCHOLLORN & B_UP;RIS(1966), descobriram
que o acetileno inibe a redução do N2-pela nitrogenase (N2-ase) e que o acétileno
(C2H2) ê reduzido a etileno (C2H4). HARDY & KNIGHT (1967), sugeriram, então, que e~
sa reaçao poderi a permi tír uma _nova têcn! ca para a medi ção da' atividade da -N2-ase.

A reação normalmente catalizada pela N2-ase "in vívo v ê :

Se a N2-ase é exposta ao acetileno na ausência de N2, essa ~eaçao
substituída por:

-e
..•.

HARDY & KNIGHT (1966) descobriram que o consumo de ATP da N2-ase e ;n-. -

dependente do substrato que estã sendo reduzido.

. ~ ..r : ,.
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(b.2.) Vantagens da tecnica da redução de acetileno
. <

A maior vantagem da técnica de redução de acetileno e a sua grande sen-
" sibil idade e ve1oci dade quando comparada com outras têcni cas exi stentes.

(b.3.) Aplicações da técnica de redução de acetileno

(b.3.1.) Pressão parcial do acetileno

r necessãrio expor o sistema de fixação de N2 a uma concentração de
C2Hz suficiente para saturar ~ enzima e obter a mãxima atividade de redução de ace-

~ tileno. Una pressão parcial de" C2H2 de 0.025 e 0.010 atm (25m,e,.1-laté 100m,e,.1-1 a
pressao normal da atmosfera) é usualmente suficiente para obter-se a mãxima taxa de
produção.de C2H4 (HARDy et: «eu., 1968).

(b.3.2.) Sistemas em milho

Os melhores métc:dos para estimar a redução de acetileno associada com
gramineas e cereais são: o uso da anàl ise em cilindros. intactos com grande cuidado
para evitar pertubar o solo nos cilindros~ ou a anãlise completamente lIinsitull.

Para a elaboração da análise "soil corell, cilindro do SOIO~ nós recomen

,.

damos que a planta seja semeada dentro do cilindro ou que o cilindro seja enterrado
no solo em torno da plan~a pelo menos uma semana antes da análise. Os cilindros de
vem ter dimensões suficientes para que os danos ao sistema radicular sejam mínimos;
para milho e sorgo utilizam-se cilindros de l8cm de diâmetro por l8cm de altura.
24 horas antes da análise, o interior do cilindro ê coberto com 2 a 3cm de" areia se
ca para prevenir a atividade de algas. Para a análise~ o cilindro mais o sistema
solo-planta são fechados e acetileno e injetado dentro do recipiente atrayês da
"suba sea l ", de modo que a atmosfera contenha 100 a 150m,e,/,e,de acetileno volume do
recipiente e se esse volume não ê conhecido, ê preciso que um padrão interno (lOm,e,
de propano) seja injetado. O período de incubação não deve ~er~ºB9Q". klANLet_al-Y-. "__.""

(1983) recomenda que a amostra inicial deve ser tirada depoiS de 1 hora, quando os
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gases do sistema estão equilibrados e a amostra final 5 horas mais tarde. Esse méto
do e feito com as plantas em vaso e onde exista uma tampa que possa ser fechada pa-
ra a anâlis~, a planta não precisa ser pertubada du~ante todo o tempQ da ~nâlise, o
que e uma grande vantagem mas rigorosas precauções devem ser tomadas·para o,contro-
'le de algas, jã que estas p'lantas frequentemente crescem em condições ,de
na casa de vegetação.

Para a anâl í se "i n situ" de plantas de terras secas, recomenda-se simi-

umidade

'larmente que as plantas deve~ ser semeadas nos cilindro~:~u.estesenterrados pelo
menos uma semana antes da amostragem. Como antes, areia deve ser adicionada para o
controle de algas. Para a anãlise, nesse caso, é necessãrio o uso de u~ saCo plãs~
tico de diâmetro levemente maior que o ~ilindro. Polipropileno e menos permeâvel
aos gases do que polietileno e por isso, sacos finos desse material servem bem.

IV. M'ELHORAMENTO GENEnCO VISANDO FIXAÇAO D~ NITROGENIO EM MILHO

Adaptação dos métodos tradiciónais, por mim proposto, visando esse
trabalho.

1. Avaliação de um amplo germoplasma

No inicio do programa, e necessãrio fazer uma avaliação em ensaios de
produtividade, de um amplo germoplasma constituído por variedades, compostos e po-
pulações no sentido de se definir quais materiais serão trabalhados para os cara c-
teres em questão. Um dos esquemas aconselhados é subdividir as parcelas do ensaio
com adubação nitrogenada e sem adubação nitrogenada nas subparcelas, ava 1iando ,
com isso, a depreciação dos tratamentos do nível com adubação para o nível sem adu-
bação. Como técnicas auxiliares, que servirão,de subsídios na escolha dos melhores
cultivares, poderão ser feitas análises do N total do grão (amostragem de cada
subparcela), e da redução de acetileno no estãgio de "seedlí nq ".

\
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2. Seleção entre e dentro família de meios irmãos

o mêtodo consiste no seguinte: inicialmente são obtidas espigas de pol!
nização livre da população ~ ser melhorada, as espigas de cada planta constituem
uma sõ progênie de meios irmãos. As espigas são debulhadas e as sementes de cada
progênie são colocadas em sacos separados. As progênies são avaliadas em ensaios
de produção com bai xa quanti dade de rri tr-oqén io -.onde todos os caracteres de interes
se'são anotados. Usu~lmente, de 200 a 500 prog€nies são avaliadas e o esquema de
redução de ace t i Ieno e feito "i n s itu ", auxiliando em conjunto com as avaliações
agronômicas, na escolha das melhores progênies para.fixação de nitrogênio; após is-

'-- so pratica-se uma seleção na ordem de 10 'a ,20% e esta etapa constitui a seleção en-
tre progêni es. As mel hore s progêni es ass im se1eci onadas são recombi nadas entre si
na geração seguinte,usando as sementes, remanescentes. Um procedimento adequado
consiste em plantar um lote isolado de despendoamento, onde as progênies selecioria-
das constituirão as fileiras feminihas e as masculinas serâo pl~nt~das com uma mis-
tura de t.odasras progênies se lecionadas , Esse lote p.ode ser plantado em um tanque
de ,aproximadamente 400m2, onde o N marcado foi incorporado junto ã matêria orgâni-

15 "ca, permitindo, com isso, a utilização datecnica da dilui,ção isotópica do N, que
em conjunto com as observações agronômicas nos permt t irâ escolher, dentro de. cada
fileira, feminina, as melhores plant.asress a etapa, constitui a seleção dentro das
progênies.

3. Seleção entre e dentro família de irmãos germanos

Segue o esquema anterior, com exceç~o da obtenção de progênies, onde
obtem-se cruzando manualmente as p)antas; assim 200 progênies de irmãos
são obtidos de 400 plantas da população.

germanos

4. Seleção entre e dentro de familias endogâmicas SI'OU S2

Nesse caso, as progênies são obtidas por autofecundação e a obtenção de
progênies endogâmicas faz com que aumente a variância 'entre as progênies e aumente

. • .r:«, ",~....,
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a uniformidade. das plantas dentro das progênies e isso parece ser interessante quan
do se quer auxiliar a seleção para fixação de nitrogênio, usando a t~cnica de redu-
ção de acetileno em vasos, onde um numero pequeno dé plantas das progênies sao uti-
lizadas.

5. Seleçãü reco!rente para capacidade de combinação geral

o m~todo consiste em autofecundar um bom n~mero de plantai numa popula-.
çao heterogênea, cruzando estas plantas autofecundadas com um'testador de base gen~
tica ampla, que pode ser uma variedade ou um hTbrido, a ~~guir são conduzidos en-

'- saios comparativos de produção, sendo que os melhores genõtipos reconheéidos' são
intercruzados entre si para se obter o 19 ciclo. A t~cnica da redução de aceti 1e-
no, nesse caso, pode ser feito tanto em vasos como "i n situ u.

6. Seleção recorrente para capacidade especf f ica de comb inação

Esse esquema ~ semelhante ao ant~rior, com exceção riautilizaç~o do tes
tador, sendo ess~ de base gen~tica restrita, uma linhagem aut6fecundada e de
ferência com boa capacidade de fixação de nitrogênio.

pre-

7. Seleção recorrente reciproca com familia de meios irmãos

Esse esquema de seleçãb ~ utilizado quando se quer melhor~r'duas popu1~
çoes ao mesmo tempo; o m~todo pode ser conduzido de modo que um ciclo ~ completado
em tl'ês anos;·outra variação desse metodo pode ser feita, utilizando-se plantas pr~
lificas e/ou famTlias de irmãos germanos.

8. Melhoramento de linhagens e exploração do'vigor de hibrido

A obtenção de linhagens homozigõticas, parece ser um bom caminho no sen
tido de se obter informações sobre linhagens com capacidade de fixação de nitrogê-
nio, e trabalhando-se com materiais homogêneos minimizam um pouco do problema de o~
cilação genetica e permitem explorar o vigor do hibrido, atrav~s de cruzamentos,
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atendendo., com isso, o mercado com materiais de alto potencial produtivo e com boa
capacidade de fixação de nitrogênio .

Outros metodos, como seleção massal, espiga por fileira e seleção recor
rente fenotipica, parecem não ser adequados ao trabalho em questão. O metodo do
retrocruzamento pode ser útilizado futuramente.

IO esquema de plantio em vasos, para a utilização da tecnica de redução
de acetileno, aconselho que seja plantado em cada vaso um minimo de 3 sementes de
milh6 para que o efeito da concorrência esieja ~r~ient~, Cada vaso corresponde a
uma parcela que deverá ser repetido um minimo de 4 vezes. Esse esquema deve ser

~ usado apenas como uma ferramenta auxiliar na escolha de progênies ou linhagens, on-
de 'estãosendo avaliadas normalmente no campo. Esse esquema pode se~ utilizado na
avaliação de progênies i onde dois ensaios são realizados: um n6 campo com baixa
adubação nitrogenada utilizando-se um indice de seleção de 10% e outro utilizando
esse esquema de plantio em vasos com as mesmas progênies e com '10% de indice de
seleção, une-se as progênies seleci.onadas desses 2 ensaios e apõs a recombinação,

'pratica-se a seleção dentro de cada progênie (utilizando, nes~a Gltima fase, a tec-
nica de diluição í sotôpica de nitrogênio como mâtodo auxiliar).

V. CONCLUSDES

A fixação de nitrogênio em milho ê, sem dGvida, um grande desafio da
pesquisa no momento. Existem boas perspectivas de se obter sucesso, onde resulta-
dos observados, em uma avaliação preliminar de um amplo germoplasma, realiiados no
ano agricola 84/85, por mim em conjunto com o Prof. Paterniani e a Ora. Dobereiner,
e equipe, mostrou-nos dados bastante animadores e que devem ser melhor· e~plorados,

('

permitindo, ainda, a idealização dessa monografia para linhas de pesquisa visando
a fixação e/ou eficiência de nitrogênio, por mim realizadas, mas muito trabalho
ainda está para ser feito, fazendo-se necessário' a interligaç~Q_multidisciPlin~~p~
ra que se possa ter, a medio prazo, resultados satisfatõrios; Trabalhos de genetica

...
l
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molecular, no sent ido de se obter boas estirpes de Azol,p.úU..Leurn, trabalhos de so-
los, de fixação biolSgica e de melhoramento estão ainda em um estâgio primãrio e as
têcni cas .dlsponí·veis para a'determi nação de fixação de nitrogêni o não são ainda as
mais adequadas; mas somando-se os ~sforços, grandes resultados poder~o ser pbti-
dos, gerando, com isso, uma g~ande economia de divisas ao país e barateando o cus-

, ,

to de làvoura para o.agricultor, sem contar na grande contribuição para a "agricul-
tura biolõgic~ do Brasil e o desenvolvimento científico e tecnolEgico que este tipo
de trabalho tra~ã para o nosso p~fs.
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