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Introducao

A fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN) é um processo natural con-
duzido por um conjunto de procariotos que apresentam a capacidade
de reduzir o N, atmosférico a aménia, uma das formas assimilaveis pelas
plantas; é considerado o segundo processo bioldgico mais importante da
natureza, atrds apenas da fotossintese (Moreira; Siqueira, 2006). Pelas
suas caracteristicas, esse € o principal processo de entrada de nitrogénio
(N) nas cadeias alimentares, o que ressalta a importancia ecoldgica desse
processo nos ambientes naturais.

A FBN tem sido explorada, nos sistemas agricolas e silviculturais,
por meio da utilizagcdo de inoculantes que contém microrganismos fixa-
dores de N (chamados coletivamente de diazotréficos), que sdo previa-
mente selecionados para a eficiéncia na fixacdo em condi¢Ges de campo.
A disponibilizacdo desses produtos no mercado nacional sé foi possivel
gracas a atuacdo de diversos grupos de pesquisa no Pais com o foco na se-
lecdo de novas bactérias e na adaptacdo das técnicas de cultivo. No Brasil,
essas pesquisas se iniciaram na década de 1950 pela iniciativa, principal-
mente, de pesquisadores como a Dra. Johanna Doébereiner, da Embrapa
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Agrobiologial3, e o Dr. Jodo Ruy Jardim Freire, da Se¢do de Bacteriologia da
Secretaria Estadual de Agricultura do Rio Grande do Sul (onde trabalhou de
1946-1950)%.

Hoje, apds mais de 70 anos do inicio das pesquisas em microbiologia
do solo com énfase em FBN no Brasil, ha diversos grupos espalhados pelas
instituicdes brasileiras que participam de redes de parcerias nacionais e in-
ternacionais e que tém colaborado para o avanco do conhecimento cientifi-
co e para o desenvolvimento tecnoldgico no campo da FBN. Essas pesquisas
resultaram em uma longa lista com 104 bactérias diazotrdficas oficialmente
recomendadas para 89 espécies de leguminosas e gramineas. Esses nUmeros
colocam o Brasil como o pais com maiores sucessos e resultados positivos na
producdo de inoculantes no mundo.

Para os agroecossistemas da regido Nordeste do Brasil, principalmente
da regido semiarida, a selegdo de estirpes de rizébio com o objetivo de reco-
mendar novas bactérias para a producdo de inoculantes é de fundamental
importancia, pois as bactérias podem aumentar a resisténcia das espécies ve-
getais as condi¢cdes edafoclimaticas locais e podem proporcionar ganhos de
producdo em frente a cenarios desfavordveis. Além disso, o enquadramento
da maioria dos produtores da regidao em sistemas de producdo familiares (o
gue implica baixo emprego de tecnologia) explica a demanda por tecnologias
de baixo custo e baixo impacto ambiental, como a tecnologia de inoculacao,
por exemplo. Indo ao encontro dessas demandas regionais, ao longo dos
anos, grupos de pesquisa que trabalham com diversos aspectos da FBN e de
suas tecnologias, tém-se consolidado na regido.

Pesquisas de isolamento, avaliacdo da diversidade e sele¢ao de micror-
ganismos fixadores de N em leguminosas na regidao semidrida iniciaram-se na
década de 1980 com estudos para avaliar a diversidade e a eficiéncia de ri-
zbbios de feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] (Stamford; Santos, 1985;

3Essa instituicdo era anteriormente conhecida como Centro Nacional de Ensino e Pesquisas
Agronoémicas do Ministério da Agricultura (de 1950 a 1973), Unidade de Apoio a Pesquisa em
Biologia do Solo da Embrapa Solos (de 1973 a 1989) e, desde entdo, passou a ser Embrapa
Agrobiologia.

“Posteriormente, Freire continuou suas pesquisas na Fundagdo Estadual de Pesquisa Agro-
pecuaria (Fepagro) do Rio Grande do Sul (de 1950 a 1976) e na Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS (de 1975 a 2015).



Santos et al., 1990; Stamford et al., 1990) e de espécies forrageiras
(Burity et al., 1990). Essas iniciativas inéditas de pesquisa e desenvolvimento
foram conduzidas, de forma pioneira, pelos grupos de pesquisa da Univer-
sidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e do Instituto Agron6mico de
Pernambuco (IPA) em Recife, PE sob a lideranca dos pesquisadores/professo-
res Newton Pereira Stamford e Hélio Almeida Burity, respectivamente.

Ja nos anos 1990, pesquisadores da regidao Nordeste concluiram o seu
doutoramento em centros com exceléncia no trabalho de selecdo e avaliacao
da diversidade de bactérias fixadoras de N. Em estudos conduzidos na Em-
brapa Agrobiologia (Seropédica, RJ), houve grande avanco na caracterizacdo
e selecdo de bactérias diazotréficas isoladas de feijao-caupi em solos do Se-
midrido, com o levantamento da grande biodiversidade de rizébios da regido
(Martins et al., 1995, 1997; Xavier et al., 1998), o que resultou em posterior
recomendacao oficial de uma estirpe ao Ministério de Agricultura, Pecudria e
Abastecimento — Mapa (Martins et al., 2003).

A partir dos anos 2000, pesquisadores e professores com formacado na
area se estabeleceram em centros de pesquisa e ensino superior da regido
Nordeste e passaram a difundir a geracdo de conhecimento sobre diversida-
de de rizdbio e outras bactérias fixadoras de N na regido, inclusive no perime-
tro semidrido. A expansdo dos centros de ensino superior e a consolidagdo
de programas de pds-graduacao com o credenciamento de pesquisadores
gue trabalham com diferentes aspectos da FBN tém resultado na elaboracgdo
de uma série de dissertacGes e teses com informacdes consistentes sobre o
tema. Entre os diversos programas de pds-graduacdo da regido, podem-se
destacar os cursos nas areas de Ciéncia do Solo [UFRPE, Universidade Federal
da Paraiba, (UFPB) e Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, (UFRB)],
Horticultura Irrigada [Universidade do Estado da Bahia, (Uneb)], Recursos
Naturais [Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (Univasf) e Univer-
sidade Federal do Ceard (UFC)], Ciéncias Agrarias [Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB)], Tecnologias Energéticas Nucleares [Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE)], Microbiologia Agricola (UFRB) e Producdo Vegetal
(UFRPE e Univasf), além da Rede Nordeste de Biotecnologia (Renorbio), por
meio dos quais a regido tem formado recursos humanos qualificados e capa-
citados para a conducdo de pesquisas e aplicagdo pratica de conhecimentos
relacionados a FBN e a tecnologia de inoculagdo.
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Neste capitulo, serdo discutidos alguns dos principais avangos na ge-
racao de conhecimento sobre a FBN e suas tecnologias na regido Nordeste,
com énfase na regido semiarida, e abordados principalmente os aspectos de
selecdo de estirpes de bactérias fixadoras e de estimativas das quantidades
de N fixadas em condi¢Ges de campo.

Aspectos gerais e aplicagdes da fixagao biologica de
nitrogénio

A FBN é um processo natural conduzido por procariotos que podem
apresentar vida livre ou estar em associacdo com espécies vegetais. As asso-
ciacdes com vegetais apresentam especial interesse para a agricultura, pois
é na exploragdo dessas associaces que se baseia o principio da inoculagdo
com estirpes previamente selecionadas. Os microrganismos diazotroficos
apresentam o complexo enzimatico nitrogenase, que é formado por duas
subunidades: a dinitrogenase redutase, que é uma proteina Fe-Mo® respon-
savel pela reducdo da unidade catalitica, e a dinitrogenase, que é uma pro-
teina Fe responsavel pela clivagem do N, e sua redugdo a amonia (Seefeldt
et al., 2009).

A dinitrogenase redutase pode, em alguns microrganismos, ter o Mo
substituido pelo Fe ou vanadio (V), o que gera nitrogenases com diferentes
eficiéncias energéticas na fixacdo do N, (Nunes et al., 2003). Entretanto a
grande maioria do conhecimento acumulado sobre a nitrogenase se baseia
nas proteinas Fe-Mo por serem as mais abundantes nos microrganismos de
interesse agricola.

A equacado geral da FBN pode ser descrita abaixo. Nessa sintese, é pos-
sivel observar que a reagao é altamente demandante de energia bioldgica,
uma vez que, para cada mol de amoénia sintetizado, ha a demanda de 8 moles
de ATP, além de 4 moles de elétrons e prdotons.

N2+8H++8e‘+16ATP92NH3+H2+16ADP+16Pi

5 Fe: ferro; Mo: molibdénio.



Entre todas as bactérias fixadoras de N e as espécies vegetais, a as-
sociacdo intima entre as bactérias dos grupos dos rizdbios e as plantas da
familia das leguminosas é a mais bem-estudada e caracterizada (Moreira; Si-
queira, 2006). Nessa associacdo, ha a formacdo de nddulos radiculares e/ou
caulinares, que sdo estruturas especializadas na realizacdo da FBN e que ma-
ximizam o uso do N fixado pelas espécies hospedeiras. Os estudos baseiam-
se na selecdo tanto de macro quanto de microssimbiontes, com o objetivo
de entender os mecanismos envolvidos na FBN para a sua maximizagdo em
condigbes de campo.

Diversas espécies de bactérias pertencentes as subclasses a e B-pro-
teobactéria ja foram descritas como nodulantes de leguminosas. Entre as
a-proteobactérias, encontram-se os géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Ensifer e Mesorhizobium, conhecidos como os géneros “clas-
sicos” de rizébio. Ainda na mesma subclasse, encontram-se os géneros “no-
vos” de rizébio: Ochrobactrum, Devosia, Aminobacter, Microvirga, Methylo-
bacterium, Phyllobacterium e Shinella (Peix et al., 2015). Na subclasse B-pro-
teobactéria, estao classificados os géneros de “novos” rizébios Paraburkhol-
deria e Cupriavidus (Sawana et al., 2014; Peix et al., 2015). Os avancos na
taxonomia de rizébio sé foram possiveis com a utilizacdo de diversas técnicas
moleculares e fenotipicas em procedimentos que foram desenvolvidos ao
longo dos anos. O avang¢o no entendimento dessa diversidade facilita o tra-
balho de selecao de estirpes com foco em novos inoculantes.

Os estudos de sele¢do e avaliacdo de simbiontes culminaram em re-
sultados muito expressivos dos pontos de vista tanto econédmico quanto am-
biental, e 0 mais expressivo deles é a soja (Glycine max) brasileira. Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a area plantada de soja no
Brasil na safra 2015/2016 foi de 33,252 milhdes de ha, com produtividade
média de 2,8 mil kg ha’. Em toda essa area, ndo houve a aplicacdo de ferti-
lizantes nitrogenados; toda a demanda de N da cultura foi suprida por ino-
culantes que continham bactérias do género Bradyrhizobium recomendadas
para a cultura da soja no Brasil. Estabelecendo a demanda de N da cultura
em 100 kg ha? para a obtencdo de altas produtividades, é possivel calcu-
lar a economia de mais de 6,5 milhdes de toneladas de ureia aplicadas nos
campos de soja brasileiros. Com o custo em torno de RS 3,50 por kg da ureia
(no mercado local em Petrolina, PE), a economia atinge o patamar de RS 23
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bilhdes, o que equivale a USS 7 bilhdes como saldo positivo para a balanca
comercial agricola do Brasil.

Numeros como os da soja sdo animadores e impulsionam a pesqui-
sa com outras leguminosas no Brasil, principalmente aquelas cultivadas em
sistemas agricolas da regido semiarida. Nessa perspectiva, esforcos em sele-
cionar bactérias e gendtipos vegetais, fazer melhoramento genético, desen-
volver tecnologia de inoculantes e quantificar a FBN ao longo dos anos tém
dado resultados promissores, inclusive na regidao Nordeste.

Selecao de estirpes de rizobio: os exemplos do feijao-
caupi e do amendoim, os “carros chefes”

A regido semidrida apresenta, como vegetacdo predominante, as di-
ferentes fitofisionomias do dominio das Caatingas. Nessas areas, ha a pre-
dominancia de espécies de leguminosas, das quais mais de 80 géneros e 617
espécies foram descritas até o presente momento (Zappi et al., 2015). Mui-
tas dessas leguminosas apresentam a capacidade de nodular com estirpes
de rizdbios nativas, o que resultou, ao longo dos anos, na colonizagdao das
areas da Caatinga com rizdbios eficientes na nodulacdo das leguminosas e
altamente adaptados as condicdes edafoclimaticas locais. Provavelmente
por esse motivo, nas areas de cultivo com leguminosas, mesmo em primeiro
cultivo, ha nodulacdo abundante.

Por sua elevada adaptagdo as condig¢des locais e capacidade de nodu-
lacdo com leguminosas introduzidas, as estirpes nativas podem ser selecio-
nadas para a inoculagdo de leguminosas de interesse agricola. Para que esse
objetivo seja atingido, um exaustivo trabalho de isolamento, identificacdo e
avaliagdo da eficiéncia simbidtica e agronOmica é necessario. Para a regido
semiarida, a cultura mais bem-caracterizada nesse aspecto é o feijdo-caupi,
a respeito do qual trabalhos de isolamento e caracterizagdo de rizébio foram
iniciados na década de 1980, como citado anteriormente.

Para o feijdo-caupi, atualmente ha quatro estirpes de rizébio autoriza-
das para a producgdo de inoculantes no Brasil: BR 3267, INPA 03-11B, UFLA
03-64 e BR 3262 (Brasil, 2011). A estirpe BR 3267 (SEMIA 6462), da espécie
Bradyrhizobium yuanmigense, foi isolada de solos de drea de produtores em



Petrolina, PE (Martins et al., 2003). As estirpes de Bradyrhizobium sp. INPA
03-11B (SEMIA 6463) e UFLA 03-64 (SEMIA 6461) foram isoladas de nédulos
de feijdo-caupi cultivado em solos do Amazonas e de Rondonia, respectiva-
mente (Lacerda et al., 2004). Finalmente, a estirpe BR 3262 (SEMIA 6464)
da espécie Bradyrhizobium pachyrhizi é o rizébio mais recentemente reco-
mendado para a cultura, tendo sido isolada de um sistema agroecolégico
de producgdo no estado do Rio de Janeiro (Zilli et al., 2009). Essas estirpes ja
recomendadas para a producao de inoculantes em feijdo-caupi tém demons-
trado boa eficiéncia agron6mica em estudos de campo em solos das regides
semiaridas dos estados de Pernambuco, da Bahia (Marinho et al., 2014) e
do Piaui (Almeida et al., 2010; Alcantara et al., 2014), além de outras re-
gides mais Umidas do Nordeste, como o ecétono Cerrado-Caatinga do oeste
do Piaui (Ferreira et al., 2013) e as regiGes Umidas do estado do Maranhdo
(Gualter et al., 2011).

O feijao-caupi nodula preferencialmente com isolados do género Bra-
dyrhizobium, como tem sido demonstrado em trabalhos em diversas regides
tropicais e subtropicais (Leite et al., 2017; Tampakaki et al., 2017). Na regido
semiarida do Brasil, o feijdo-caupi também nodula preferencialmente com
estirpes de Bradyrhizobium, como demonstrado em estudos conduzidos no
Sertdo de Pernambuco (Martins et al., 2003; Leite et al., 2017; Marinho et
al., 2017) e do Piaui (Zilli et al., 2004). Entretanto a diversidade de rizdbios
em solos da regido semiarida é muito elevada, e bactérias com caracteristi-
cas dos géneros Rhizobium e Ensifer tém sido encontradas em nédulos de
feijdo-caupi, o que indica a possibilidade de simbiose dessa leguminosa com
bactérias pertencentes a outros géneros, além do Bradyrhizobium (Leite et
al., 2009; Fernandes Junior et al., 2012; Sousa et al., 2014).

Como o feijao-caupi é uma leguminosa muito promiscua, ou seja,
apresenta a capacidade de nodular com grande diversidade de microssim-
biontes, os estudos conduzidos com essa espécie, ao longo dos anos, tém
isolado grande diversidade de bactérias, o que pode assegurar a elevada di-
versidade de rizdbios nos solos da regido. Essa hipdtese vem sendo confirma-
da inclusive com a descrigao de nova espécie de rizébio origindria da regido
do Baixo Sdo Francisco, no estado de Sergipe (Martins et al., 1997), nomeada
Microvirga vignae por Radl et al. (2014). Embora Microvirga seja um género
com poucas espécies noduliferas descritas até hoje, a caracterizacdo de M.

Fixacdo bioldgica de nitrogénio em agroecossistemas da regido semiarida do Nordeste

Capitulo Il

381



Parte IlI

Solos Sustentaveis para a Agricultura no Nordeste

382

vignae, a partir de uma cole¢do com bactérias isoladas ha mais de 20 anos,
indica que a biodiversidade presente nas cole¢ées de culturas espalhadas nas
instituicGes de pesquisa e ensino na regido Nordeste é muito elevada e que
novos taxa estdo nelas depositados a espera de serem descritos. A estirpe do
tipo M. vignae também ja foi avaliada quanto a sua eficiéncia agronémica nas
regides de Teresina, Pl (Almeida et al., 2010), de Petrolina, PE, e de Juazeiro,
BA (Marinho et al., 2014); os resultados foram estatisticamente iguais aos das
estirpes ja recomendadas para a producao de inoculantes.

Com relacdo a eficiéncia agronémica, os Bradyrhizobium nativos po-
dem apresentar resultados significativos em condi¢Ges de campo. Essa hi-
potese foi primeiramente confirmada com as conclusGes que subsidiaram a
recomendacao da estirpe BR 3267 para a producdo de inoculantes no Brasil
(Martins et al., 2003). Essa bactéria foi isolada de um solo de area de produ-
¢do de feijdo-caupi em condicbes de dependéncia de chuva no municipio de
Petrolina, PE. Desde 2003, estudos de caracterizacao de bactérias isoladas de
feijdo-caupi na regido de Petrolina ndo haviam sido conduzidos com o objeti-
vo de selecdo de isolados para eficiéncia em campo, apesar de os resultados
indicarem que os solos da regido sdo repositdrios de bactérias fixadoras de
N com potencial biotecnoldgico (Leite et al., 2009; Martins, 1997). Recente-
mente, Marinho et al. (2017) classificaram e avaliaram a eficiéncia agronémi-
ca de duas estirpes de Bradyrhizobium obtidas desses solos. Os isolados ESA
17 e ESA 18 foram classificados como pertencentes aos grupos Bradyrhizo-
bium japonicum e Bradyrhizobium elkanii, respectivamente, e apresentaram
elevada eficiéncia agronémica que culminou com um rendimento de graos
de mais de 1,8 mil kg ha e teores de proteinas nos graos superiores a 25%.
Avaliagdes em outras regides do Semiarido, como no estado do Piaui, de-
monstraram que novas estirpes de Bradyrhizobium nativas de Minas Gerais
também apresentam eficiéncia agronémica satisfatéria em condi¢des de de-
pendéncia de chuva (Costa et al., 2011; Ferreira et al., 2013), o que indica que
diversos Bradyrhizobium, mesmo os aléctones, podem apresentar adaptacdo
as condicdes locais.

Extrapolando a questdo da producdo em condi¢Ges de campo, a ino-
culacdo do feijao-caupi com rizébios eficientes pode resultar numa interagdo
positiva entre gendtipo e bactéria, por exemplo, de modo a garantir meno-
res indices de infestacdo pelo caruncho-do-feijao (Callosobruchus maculatus)



em grdos armazenados (Torres et al., 2016; Silva et al., 2017b). O investi-
mento de novos esforcos de pesquisa nessa linha pode resultar em mais
uma aplicacdo tecnoldgica dos rizébios de feijao-caupi na regido semiarida.

Além do feijdo-caupi, hd outras culturas de interesse econémico so-
bre as quais ja foi levantado um conjunto de informac6es com relacdo a di-
versidade e aplicagdo tecnoldgica de rizdbios nativos, entre elas destaca-se
o amendoim (Arachis hypogaea). Para o amendoim, apenas a estirpe SEMIA
6144 de Bradyrhizobium sp. estd autorizada pelo Mapa para a producao
de inoculantes no Brasil hd mais de 20 anos. Esse isolado é originario do
Zimbabue e foi recomendado apds experimentos realizados pelo Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC).

A selecdo de rizdébio de amendoim por meio da avaliacdo de sua di-
versidade e eficiéncia simbidtica ja é conduzida ha alguns anos por institui-
¢Oes de pesquisa do Nordeste (Santos et al., 2005, 2017a, 2017c; Lyra et
al., 2013; Cunha, 2014). Esses resultados tém indicado grande diversidade
dos isolados e sua eficiéncia simbidtica; entretanto dados sobre a eficiéncia
agrondmica das bactérias nativas ainda sdo escassos. Em um estudo rea-
lizado em trés diferentes localidades do Nordeste (Barbalha, CE, Campina
Grande, PB, e Abreu e Lima, PE), Sizenando et al. (2016) avaliaram a eficién-
cia agronOmica da estirpe ESA 123 (isolada de um nédulo de A. hypogaea
cultivar BR1) cultivada em um solo do municipio de Barbalha, pertencen-
te ao género Bradyrhizobium (Cunha, 2014), e depositada na Colegdo de
Culturas de Micro-organismos de Interesse Agricola da Embrapa Semiarido
(CMISA). Nesses ensaios, a bactéria ESA 123 apresentou elevada eficiéncia
agrondbmica em duas variedades comerciais, nas quais promoveu produtivi-
dade de vagens igual ou superior a observada no tratamento que recebeu
o inoculante comercial.

Assim como os resultados ja obtidos com o feijdo-caupi, a selecao
de novas estirpes de amendoim em condi¢des de campo pode resultar em
desempenho igual ou superior ao observado com as estirpes ja autorizadas
para a produgdo de inoculantes para essa cultura. Na continuagao dos tra-
balhos de avaliacdo dessas bactérias, os grupos de pesquisa almejam au-
mentar a lista de bactérias recomendadas para a producdo de inoculantes
no Brasil e incluir esses novos isolados potenciais, o que pode incrementar
a produtividade e a adoc¢do da tecnologia de inoculagdo na regiao.
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Além do feijdo-caupi e do amendoim, estudos com outras culturas,
como o jacatupé (Pachyrhizus erosus) (Freitas et al., 2007) e o guandu (Ca-
janus cajan) (Freitas et al., 2003), ja foram conduzidos na regido semiarida
do Brasil. Apesar de sua importancia para a regiao, esses trabalhos relatam
algumas agbes pontuais dos grupos de pesquisa e ndo tém um encadeamen-
to, como nos estudos com o feijdo-caupi e com o amendoim. Por serem pon-
tuais, esses trabalhos ndo tém o foco de selecionar estirpes com o objetivo
de recomendacdo de novos inoculantes. Esse cendrio indica a necessidade
de novos investimentos em pesquisa, para que estudos mais sistematicos
com o objetivo de selecdo de novas estirpes de rizdbio para leguminosas de
interesse econdmico sejam realizados.

Seleg¢ao de estirpes de rizobio: leguminosas nativas
da Caatinga

Como ressaltado acima, hd aproximadamente 617 espécies de le-
guminosas nativas da Caatinga ja descritas e catalogadas. Muitas dessas
espécies apresentam a capacidade de nodular com rizébios nativos. A
diversidade de bactérias capazes de formar nddulos com essas espécies
comecou a ser estudada ha pouco mais de uma década. Estudos pioneiros
para avaliar a taxa de FBN em cratilia (Cratylia mollis) foram realizados por
meio da técnica da abundéancia natural do *N (Teixeira et al., 2006) (mais
detalhes no tépico a seguir). Até a publicacdo deste livro, ndo havia sido le-
vantada qualquer outra informacado sobre os aspectos relacionados a FBN
em espécies nativas da regido semiarida, sendo esse um trabalho muito
importante e pioneiro para a regiao.

Muito recentemente, a partir de 2010, resultados sobre as diversi-
dades fenotipica e molecular dos isolados de rizébios de espécies nativas
comecgaram a ser publicados. A espécie pioneira estudada nesses traba-
Ihos foi a jurema-preta (Mimosa tenuiflora), cuja diversidade de rizébios
associados foi avaliada por meio da técnica de analise de restricdo do DNA
ribossomal amplificado (ARDRA) por Teixeira et al. (2010). Os autores de-
monstraram haver elevada diversidade de bactérias nativas, que guardam
poucas semelhancas com as bactérias de referéncia pertencentes aos gé-
neros Bradyrhizobium e Rhizobium.



A primeira identificacdo de isolados de rizdbio de espécies nativas
da regido, relatada no estudo de Reis Junior et al. (2010), foi feita em
nddulos de jurema-preta de solos da cidade de Feira de Santana, no Se-
midrido baiano; esses rizobios foram identificados como pertencentes ao
género Burkholderia (atualmente Paraburkholderia).

Mais recentemente, uma quantidade maior de informacgdes sobre a
diversidade de rizdbios de espécies de leguminosas nativas tem sido dispo-
nibilizada. Freitas et al. (2014) identificaram elevadas diversidades cultural
e molecular, por meio da técnica de ARDRA, em bactérias isoladas das es-
pécies Mimosa tenuiflora e Mimosa paraibana. Nesse estudo, mais uma
vez, a existéncia de poucas semelhangas entre os novos isolados de rizébio
e os isolados utilizados como estirpes de referéncia corrobora a hipdtese
da elevada diversidade de rizdbios capazes de nodular espécies nativas em
solos do Semiarido.

Na identificagdo dos isolados bacterianos nodulantes de sabia (Mi-
mosa caesalpiniifolia) nativos de solos da regido semiarida de diferentes
estados do Nordeste, a predominancia de Paraburkholderia spp. foi iden-
tificada por meio das andlises de sequéncias do gene 16S rRNA (Martins
et al., 2015a). Nesse estudo, a variabilidade genética dos novos isolados
foi muito elevada e as sequéncias apresentaram pouca similaridade com
aquelas disponiveis nos bancos de dados publicos, o que indica a presenca
de novos grupos taxondmicos entre os isolados obtidos.

Os estudos conduzidos ao longo da ultima década tinham em foco a
avaliacdo da diversidade de rizébios de espécies do género Mimosa, que
indicou a predominancia de isolados de Paraburkholderia em nédulos des-
sas leguminosas na regido semidrida. Para outros grupos taxonémicos de
leguminosas nativas do Semidrido, a geracdo de conhecimento sobre a di-
versidade é ainda escassa. Nesse sentido, alguns resultados de pesquisa
comecaram a ser publicados recentemente.

Para oito espécies de leguminosas do género Chamaecrista (Cae-
salpinioideae, Caesalpineae) coletadas em sete municipios do Semiarido
baiano, a avaliagdo da diversidade filogenética dos isolados de rizdbio,
por meio de um estudo robusto com a abordagem de multilocus sequence
analysis (MLSA), indicou que 100% dos 47 isolados obtidos foram classi-
ficados dentro do género Bradyrhizobium, porém enquadrados em dife-
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rentes grupos. Especial destaque foi dado para um grupo com 33 isolados
bacterianos sem afiliacdo aos clados classicos de Bradyrhizobium, o que
é um forte indicativo de sua afiliacdo a novos taxa (Santos et al., 2017b).

Em trés trabalhos publicados recentemente, a diversidade e a efi-
ciéncia simbidtica de isolados de rizébio do mulungu (Erythrina velutina)
em solos das Caatingas pernambucana e baiana foram avaliadas. Esses
trabalhos demonstraram elevada variabilidade fenotipica com relacdo ao
metabolismo de fontes de carbono, resisténcia intrinseca a antibidticos,
resisténcia a salinidade e a elevadas temperaturas, além da producdo de
auxinas in vitro (Menezes et al., 2016; Rodrigues et al., 2018). A analise do
posicionamento taxondmico por meio do sequenciamento parcial do gene
16S rRNA dos isolados obtidos por Menezes et al. (2016) foi realizada por
Menezes et al. (2017), que resultou no enquadramento das nove bactérias
em trés géneros diferentes, o que indica a capacidade do mulungu de no-
dular com rizébios de diferentes taxa. Na avaliacdo da eficiéncia simbidtica
dos isolados, destacaram-se as bactérias ESA 71 (Burkholderia sp.), ESA
74 (Bradyrhizobium sp.) e ESA 70 (Rhizobium sp.), bem como a estirpe de
referéncia BR 5609 (Bradyrhizobium elkanii) por induzirem maiores acu-
mulos de N na parte aérea em comparagdo com os demais tratamentos.
Os resultados obtidos por Rodrigues et al. (2018), ao avaliarem a diversi-
dade de rizébios de mulungu em solos dos municipios de Serra Talhada e
Caruaru, PE, também demonstraram que os dez rizébios avaliados foram
enquadrados em trés géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium e Paraburkhol-
deria. Entre essas bactérias, a eficiéncia simbiodtica das bactérias ESA 90
(Rhizobium sp.), ESA 96 (Paraburkholderia sp.) e ESA 100 (Bradyrhizobium
sp.) destacou-se das demais. Esses resultados indicam que essas bactérias,
que estdo depositadas na CMISA, poderado ser utilizadas em estudos de
validacdo para a recomendacdo de producdo de inoculantes comerciais

para o mulungu.

A relagdo do povo sertanejo com a Caatinga é muito préxima e a ex-
ploragdo dos recursos vegetais disponiveis para diversos usos (forragem,
utilizacdo da madeira e da lenha, uso medicinal, entre outros) é muito for-
te na regido. Essas caracteristicas reforcam a demanda pela selegdo de ri-
zObios para essas espécies nativas, que podem ser utilizados em aplicacdes



para a producdo de mudas mais saudaveis e com maior probabilidade de
sucesso no campo. Essas mudas podem ser aplicadas em plantios visando
a utilizacdo sustentdvel, o manejo da Caatinga, a recuperacao de areas de-
gradadas, etc.

Microrganismos diazotroficos em espécies nao
leguminosas nativas da Caatinga

Se, para as leguminosas, a quantidade de informacgdes disponiveis
na literatura cientifica sobre a diversidade de microssimbiontes diazo-
troficos é muito pequena, para as espécies nativas de plantas nao le-
guminosas, esse cenario é ainda pior. A elevada diversidade de espé-
cies pertencentes a diferentes familias botanicas ainda nao foi avaliada
guanto a comunidade microbiana associada, principalmente no que tan-
ge aos microrganismos fixadores de N. Em um estudo pioneiro, Kavamu-
ra et al. (2013) isolaram bactérias promotoras de crescimento vegetal
(ndo diazotroéficas) da rizosfera de cactos nativos de diferentes regiGes
da Caatinga. Entre essas bactérias, dois isolados (Pantoea sp. e Bacillus
sp.) foram selecionados por apresentarem a capacidade de promover a
tolerancia de plantas de milho (Zea mays) a seca. Essa €, com certeza,
uma carateristica desejavel para os inoculantes microbianos desenvolvi-
dos para a regido semidrida.

Em outro estudo também pioneiro, Fernandes Junior et al. (2015)
isolaram bactérias diazotréficas associadas a graminea nativa tolerante
a dessecacao Tripogon spicatus. Essas bactérias foram avaliadas quanto
a suas caracteristicas fenotipicas; alguns de seus isolados se destacaram
por apresentar elevada tolerancia ao estresse salino in vitro. Ao utilizar
o arroz (Oryza sativa) como planta-modelo, foi possivel observar que
trés isolados (Pantoea sp., Rhizobium sp. e Bacillus sp.) apresentaram a
capacidade de promover o crescimento vegetal em taxas superiores as
observadas no tratamento de inoculagao com uma estirpe de Azospiril-
lum brasilense, utilizada no inoculante comercial para o arroz.

Esses estudos recentes foram desenvolvidos por meio de abor-
dagens inovadoras, sob 6ticas de pesquisa que objetivaram o entendi-
mento da diversidade de bactérias promotoras do crescimento vegetal,
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associadas a plantas nativas e sua utilizacdo na inoculacdo das plantas
cultivadas. Os resultados obtidos pelos grupos de pesquisa indicam que
a selecdo de isolados bacterianos, para culminar em aumentos de pro-
dutividade em culturas de n3ao leguminosas do Semiarido, deve ser con-
duzida com essas abordagens.

Estimativas da fixacao biologica de nitrogénio em
agroecossistemas do Semiarido

O desenvolvimento de qualquer tecnologia para incrementar o pro-
cesso de FBN requer a quantificacdo precisa de N fixado nos diferentes
agroecossistemas. Estimativas da FBN sdo importantes para determinar: 1) a
capacidade de fixar N,em diferentes gendtipos de plantas (espécies e varie-
dades); 2) o efeito de praticas de manejo sobre a FBN; 3) o balango entre as
guantidades de N aportadas e exportadas pelos cultivos; e 4) a importancia
da FBN para o funcionamento de um ecossistema natural (Unkovitch et al.,
2008). Para a producdo agropecuaria do Nordeste, essas quantificacdes sdo
ainda mais importantes do que para outras regides, porque o alto custo do
insumo e as incertezas climaticas, que reduzem as respostas das culturas,
comprometem a viabilidade da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados por
agricultores familiares.

Nesse contexto, as culturas e pastagens contam apenas com o N dis-
ponibilizado pela mineralizagdo da matéria organica do solo e pela FBN. Nos
cultivos irrigados, como o de frutas nos solos arenosos do Submédio Sao
Francisco, por exemplo, em que a utilizacdo de insumos é mais intensiva, o
cultivo de plantas de cobertura (adubos verdes) pode diminuir a necessidade
de fertilizantes nitrogenados, além de minimizar a rapida mineraliza¢do da
matéria organica associada as condicdes de altas temperaturas, radiacao ul-
travioleta e umidade do solo (Parton et al., 2007; King et al., 2012; Lee et al.,
2014). Assim, para os sistemas produtivos do Semiarido, estimativas da FBN
podem responder a perguntas como: “Quantos quilogramas de N sdo fixados
em 1 ha dos principais tipos de cultivo de sequeiro do Semidrido?”; “Quantos
quilogramas de N sdo fixados em 1 ha de cultivos irrigados ao se utilizarem
adubos verdes?”; “Quantos quilogramas de N sdo fixados, anualmente, em
1 ha de Caatinga?”.



Métodos utilizados para quantificacao da fixacao
biolégica de nitrogénio no Semiarido

Para calcular as quantidades de N fixadas em determinado agroecos-
sistema, e necessario fazer estimativas simultaneas das quantidades de N
total acumuladas na biomassa vegetal produzida e das propor¢Ges desse N
que sdo derivadas da atmosfera por meio da FBN. As quantidades de N es-
tocadas na biomassa sao calculadas mediante multiplicagao das quantidades
de biomassa pelos respectivos teores de N total, estes Ultimos determinados
analiticamente. Estimativas da biomassa em cultivos podem ser facilmente
realizadas por meio de amostragens destrutivas. Em espécies arbdreas de
sistemas naturais, tais estimativas geralmente sdo calculadas por meio de
equacoes alométricas.

Existem diversos métodos para quantificar as proporcdes de N deri-
vado da atmosfera; todos eles apresentam vantagens e desvantagens, de
acordo com o sistema estudado (Freitas et al., 2010a). Essas metodologias
podem ser agrupadas em trés linhas gerais de abordagem: 1) incremento li-
guido de N em um sistema solo-planta (método do balanco de N); 2) identifi-
cacdo do compartimento de origem (solo ou atmosfera) do N total da planta
(métodos isotodpicos, diferenca de N e ureideos); e 3) medi¢do da atividade
da nitrogenase, a enzima responsavel pela FBN (métodos de reducdo do ace-
tileno e evolugao de hidrogénio) (Unkovich et al., 2008).

Os métodos isotdpicos tém sido os mais amplamente utilizados para
estimativas da FBN em agroecossistemas por todo o mundo e, entre eles, os
principais sdo o método da abundancia natural e o método da dilui¢ao iso-
tépica. Esses métodos sdo baseados no principio de que, se a concentragdo
do isétopo **N no N, atmosférico difere significativamente da concentragdo
isotépica do N no solo disponivel para as plantas, é possivel calcular a FBN
com base em analises isotépicas do N de plantas fixadoras e de plantas ndo
fixadoras (Unkovich et al., 2008). No método da diluicdo isotdpica, plantas
potencialmente fixadoras e plantas-referéncia nao fixadoras sao cultivadas
em solo e recebem a mesma quantidade de fertilizantes isotopicamente
marcados, que sdao compostos caros. Em contraste, no método da abundan-
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cia natural, nada é adicionado ao sistema solo-planta (ndo hd perturbagdo do
ambiente), o que o torna particularmente util para analisar ecossistemas na-
turais para os quais é muito dificil marcar o substrato (Freitas et al., 2010a);
este Ultimo método também pode ser utilizado para leguminosas anuais cul-
tivadas (Martins et al., 2015b).

O padrdo isotépico do Semiarido (solos naturalmente enriquecidos em
1>N) propicia estimativas bastante confidveis da FBN, utilizando-se o método
da abundancia natural (Freitas et al. 2015). A metodologia baseia-se na com-
parac¢do entre a abundancia de **N de uma espécie fixadora de N (que obtém
N do N, atmosférico além das fontes de N do solo) e a abundancia de uma es-
pécie-referéncia ndo fixadora (que conta apenas com o N derivado do solo),
ou seja, espera-se que plantas ndo fixadoras (que retiram todo seu N do solo)
sejam mais abundantes em *N do que plantas fixadoras (que recebem parte
de seu N do ar via FBN) (Freitas et al., 2010a). O célculo do percentual de N da
planta derivado da atmosfera é feito por meio da equacéao a seguir (Shearer;
Kohl, 1986):

%Ndda = (615N( - 6N

15 _
referéncia) (ﬁxadora)/ g N( B) x 100

referéncia)

em que:
%Ndda = percentual de N da planta fixadora que é derivado do ar.

6N = abundancia de *N da planta-referéncia nao fixadora (que refle-

(referéncia)

te a abundancia de *N do N do solo disponivel para as plantas).

6N , = abundancia de 5N da planta fixadora.

(fixadora

B = valor de 6*°N de plantas fixadoras cultivadas na auséncia de N (¢ a abun-
dancia de *N do N fixado na planta fixadora).

No Semiarido brasileiro, estimativas da FBN com métodos isotdpicos
s6 comegaram a surgir a partir dos anos 2000 e ainda sdo bastante escas-
sas, 0 que explica a grande lacuna de informacgdes sobre as quantidades de
N fixadas nos agroecossistemas existentes nas diferentes condi¢cdes edafo-
climaticas. A maior parte dos dados publicados ou em fase de publicacdao
sdo resultados dos esforgcos de um grupo de pesquisadores pertencentes as
seguintes instituicdes: UFRPE, UFPE, IPA, Instituto Federal de Pernambuco



(IFPE), Embrapa Semiarido, Uneb e Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(Cena), da Universidade de Sdo Paulo. Esse grupo tem realizado estimativas
da FBN que geram informacgdes quantitativas sobre a fixacdo em fragmentos
de Caatinga, em cultivos tradicionais do Semiarido, em sistemas agroflores-
tais e em sistemas que utilizam adubacdo verde. A seguir, serd apresenta-
do um panorama das metodologias utilizadas e dos resultados ja publicados
pelo grupo, com alguns comentarios introdutérios que objetivam ressaltar
a importancia dos sistemas estudados. Em futuro préximo, novas estimati-
vas estardo disponiveis na literatura. Entretanto, considerando a diversidade
ambiental do Semidrido, ainda é alta a demanda por informacdes sobre as
guantidades de N potencialmente fixadas.

Fixacao em leguminosas arbdreas nativas da Caatinga

Florestas secas correspondem a mais de 40% da vegetacao dos tro-
picos (Murphy; Lugo, 1995) e cobrem pouco mais de 1 milhdo de quiléome-
tros quadrados, principalmente nas Américas e na Africa (Miles et al., 2006),
onde a familia Leguminosae é a que apresenta maior dominancia e diver-
sidade de espécies (Gentry, 1995; Crews, 1999; Queiroz, 2009; Zappi et al.,
2015). Entre as leguminosas nativas de florestas secas, € comum encontrar
contribuigdes do N, atmosférico maiores do que 80% do N total absorvido
pela planta (Teixeira et al., 2006; Freitas et al., 2010b; Andrews et al., 2011).

As florestas secas do Brasil (Caatingas) fazem parte do ciclo de agricul-
tura itinerante e sdo a principal forma de pasto nativo; sdo, na verdade, um
mosaico de dreas com distintos tempos de regeneracao entremeadas a areas
mais preservadas, que apresentam diferentes proporgdes de leguminosas
fixadoras no conjunto geral da vegetacdo (Sampaio et al., 1998; Pereira et
al., 2003). Estudos pioneiros indicam que a FBN pode ser responsdavel por
uma proporcao alta do N absorvido por espécies nativas da Caatinga, como:
cratilia (Teixeira et al., 2006), jurema-preta, unha-de-gato [Mimosa arenosa
(willd.) Poir.] e jurema-branca [Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke] (Frei-
tas et al., 2010b). As contribuicGes da FBN para o N das plantas dessas espé-
cies podem superar os 80%.
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Com base na propor¢dao de biomassa em leguminosas potencial-
mente fixadoras e na alta contribuicdo da FBN para a nutricdo dessas es-
pécies, fragmentos de Caatinga podem ser considerados como hot spots
de FBN. Entretanto a compreensdo sobre as taxas e os fatores que contro-
lam a FBN nas Caatingas, ainda é baixa, pois os dados que relacionam as
quantidades de N fixadas e a diversidade de condicdes edafoclimaticas em
que essas florestas secas ocorrem, ainda sdo escassos. Até o momento,
estimativas das quantidades de N fixadas em dreas com diferentes propor-
¢Oes de leguminosas na vegetacdo arbustiva e arbdrea na Caatinga foram
publicadas por Silva et al. (2017a) e Souza et al. (2012). De maneira con-
traria ao esperado, esses estudos tém demonstrado que os aportes de N
fixado podem ser nulos ou muito baixos mesmo em areas dominadas por
leguminosas nodulantes (Souza et al., 2012) e ndo ter relacdo direta com a
diversidade e abundancia de leguminosas nodulantes (Silva et al., 2017a).

Essas estimativas resultaram de um pacote metodoldgico seme-
Ihante, que consiste na instalacdo de parcelas na area estudada, nas quais
sdo realizados levantamentos floristicos e fitossocioldgicos para identifica-
¢do de espécies potencialmente nodulantes e determinagdo das biomas-
sas de folhas mediante equag¢des alométricas desenvolvidas para espécies
da Caatinga por Silva e Sampaio (2008) e Souza et al. (2012). Simultanea-
mente, sdo realizadas coletas de tecido foliar de individuos de dois grupos
de espécies: 1) espécies-alvo, que sdo todas as espécies de leguminosas
com capacidade de nodulacdo conhecida e espécies de leguminosas sobre
cuja capacidade de nodulacdo ainda ndo ha informacgGes na literatura; e
2) espécies-referéncia, que sdo espécies ndo leguminosas ou legumino-
sas ndo nodulantes. A capacidade de nodulagdo é determinada de acordo
com a literatura (Allen; Allen, 1981; Sprent, 2009; Freitas et al., 2010b).
O tecido foliar de cada individuo amostrado é submetido a analises para
determinacdo dos teores de N total (%) e da abundéancia natural de **N em
espectrometro de massa.

Souza et al. (2012) testaram a hipdtese de que as quantidades de N
fixadas sdao maiores em fragmentos de Caatinga em regeneragao, em que
predominam espécies fixadoras durante grande parte do processo de su-
cessao (Sampaio et al., 1998; Pereira et al., 2003), do que em fragmentos
maduros, em que a proporc¢ao de leguminosas fixadoras é baixa (Sampaio,



1996). As avaliagdes foram realizadas no municipio de Santa Terezinha,
localizado no Sertdo da Paraiba. De maneira contrdria a hipdtese inicial,
os resultados demonstraram que a FBN das leguminosas arbdreas foi au-
sente ou muito baixa nas areas em regeneragdo, enquanto no fragmen-
to maduro todas as espécies fixadoras — jurema-preta, jurema-branca e
angico [Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan] — apresentaram grande
proporcdo de N derivado da atmosfera (> 50%). Assim ndao houve aporte
de N atmosférico nas dreas em regeneracao, enquanto nas areas madu-
ras os aportes foram em torno de 6 kg ha?, o que equivale a menos de
10% do N total estocado no compartimento foliar de todas as arbdéreas do
fragmento. Embora baixa, essa quantidade é similar a valores encontrados
em outras florestas tropicais. J4 a auséncia de FBN nos fragmentos em
regeneracdo desafia a visdo de que as leguminosas fixadoras apresentam
vantagem ecolégica em vegetacGes em regeneracao.

A causa do baixo desempenho simbidtico que pode ser apresentado
por uma espécie nodulante, mesmo em outros fragmentos florestais (Faye
et al., 2007), ainda ndo esta esclarecida. A nodulacdo e/ou a eficiéncia do
processo de FBN podem ser restringidas por diversas condicdes relacio-
nadas a planta, ao microssimbionte e as condi¢Ges de clima e solo que
afetam a simbiose. Logicamente, na auséncia de popula¢es nativas de
bactérias capazes de nodular determinada espécie vegetal, a simbiose ndao
se estabelece, mas popula¢ées de rizdbios capazes de nodular legumino-
sas sdo abundantes em solos de regides de onde os gendtipos bacterianos
sdo nativos (Bala et al., 2003). Mesmo na presenca de popula¢ées de rizo-
bios compativeis, é possivel que a simbiose ndo seja eficiente (Faye et al.,
2007), pois tanto o crescimento de rizébios em vida livre nos solos como
sua capacidade de nodular as plantas e fixar N sdo sensiveis a condicoes
ambientais e podem ser dependentes dos diversos atributos do solo.

Os solos de areas de Caatinga sdo geralmente pobres em fésforo (P)
(Silveira et al., 2006), fator que pode limitar a FBN (Crews, 1999; Vitousek
et al., 2002, 2013; Pons et al., 2007). Além disso, pouco se sabe sobre
a nodulagdo espontanea e sobre a ocorréncia de popula¢des capazes de
formar simbiose com as espécies nativas (Reis Junior et al., 2010; Freitas
et al., 2014). Silva et al. (2017a) estimaram a FBN, a disponibilidade rela-
tiva de P e de N para as plantas e a ocorréncia de popula¢Ges de rizdbios
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em fragmentos de Caatinga em diferentes estddios de regeneracdo, com
diferentes proporc¢des de leguminosas, nos municipios de Sdo Jodo e Pe-
trolina, localizados no Semiarido de Pernambuco. Apesar de todos os frag-
mentos apresentarem dominancia de leguminosas, principalmente espécies
nodulantes, as quantidades de N fixadas biologicamente foram baixas (até
18 kg ha*ano® em S3o Jodo e até 3,6 kg ha! ano*em Petrolina). Isso ocorreu
porgue apenas uma parte das plantas potencialmente nodulantes estava fi-
xando N, mesmo assim, com baixos percentuais de N derivado do ar (Ndda).
Nesse caso, a auséncia de FBN ndo pode ser explicada pela auséncia de mi-
crossimbiontes nos solos, mas pode ser consequéncia da alta disponibilidade
de N em relagdo a de P, refletida nas altas relagdes N:P (> 22) nas folhas dos
fragmentos estudados.

Melhor compreensdo do papel da FBN na regeneracao dessas matas
secas demanda a geracdo de mais dados sobre a producdo de biomassa de
leguminosas e quantidades de N fixadas em diferentes condi¢des edafocli-
maticas (Freitas et al., 2015).

Fixacdo em espécies herbaceas em fragmentos
de Caatinga

Em pastagens naturais, a producdo de biomassa normalmente é limi-
tada pela baixa disponibilidade de 4gua para as plantas (consequéncia das
baixas médias de precipitacdo anual), pelo carater erratico das chuvas e pela
predominancia de solos rasos. Na Caatinga, a comunidade de plantas herba-
ceas, que ainda é pouco conhecida, apresenta grande diversidade (Araujo
et al., 2005, 2007), com mais de 687 espécies listadas (Silva et al., 2009). A
maior parte dessas ervas apresenta ciclo de vida anual e passa a ser mais
visivel durante a esta¢do chuvosa (Araudjo et al., 2005). Além do papel fun-
damental para o equilibrio do ecossistema (Aradjo et al., 2005; Reis et al.,
2006), esse estrato herbaceo apresenta valor econdmico por ser um compo-
nente importante da dieta dos rebanhos.

Dados sobre producdo de biomassa das espécies herbaceas sdo es-
cassos; a maioria dos estudos se refere a disponibilidade de herbaceas em
pastagens com diferentes graus de interferéncia (de pouco a muito afetados



pelo homem). Embora nunca representem a maioria das espécies nem da
biomassa, as leguminosas fixadoras sempre estdo presentes no estrato her-
baceo (Araudjo et al., 2005; Moreira et al., 2006; Silva et al., 2009; Santana et
al., 2011), com alguns géneros recorrentes (por exemplo, Centrosema, Ma-
croptilium e Phaseolus).

O potencial de FBN de leguminosas herbaceas nativas é uma carac-
teristica importante para avaliar seu potencial de uso como forrageiras e/
ou adubos verdes (Mapfumo et al., 2005; Nezomba et al., 2009; Tauro et al.,
2009; Onyeonagu; Asiegbu, 2011). Apesar de essa caracteristica ainda ser
pouco conhecida para as espécies nativas do Semiarido brasileiro, Freitas et
al. (2011) demonstraram que, quando cultivadas em condicdes de casa de
vegetacdo, leguminosas forrageiras de porte herbaceo ou subarbustivo co-
muns na Caatinga (Desmanthus pernambucanus, Macroptilium lathyroides e
Macroptilium martii) podem apresentar até 85% de Ndda. Com essa tendén-
cia de apresentar alto percentual de Ndda, as quantidades de N fixadas pelas
leguminosas sdo definidas pela capacidade de produgdo de biomassa.

Até o momento, s existe um artigo em que foi feita a quantificacao
do N aportado a fragmentos de Caatinga pelo estrato herbaceo (Freitas et al.,
2012a) nos mesmos fragmentos estudados por Souza et al. (2012) no Sertdo
paraibano. A FBN foi estimada em todas as espécies identificadas como le-
guminosas, mediante a metodologia da abundancia natural do **N. Em areas
recém—abandonadas, a producdo de biomassa de herbdaceas ultrapassou 6,0
Mg ha; na Caatinga madura, ficou em torno de 3,4 Mg ha. As leguminosas
presentes na biomassa — Arachis pusilla Benth., Centrosema brasilianum (L.)
Benth., Centrosema pascuorum Mart. ex Benth., Chamaecrista nictitans (L.)
Moench, Chamaecrista serpens (L.) Greene, Macroptilium gracile (Poepp. ex
Benth.) Urb., Stylosanthes humilis Kunth, além de mais duas espécies ndo
identificadas — apresentaram contribuicdes altas a FBN (de 52% a 88%), o
que demonstra seu potencial para o enriquecimento de pastagens e a re-
cuperacdo da fertilidade do solo. As quantidades de N fixadas foram baixas
(de 0,28 kg haa 5,22 kg ha!) devido a baixa proporgdo de leguminosas (no
maximo 4%) na produgcdo total de herbdaceas. Apesar disso, essas quantida-
des podem ter um impacto ambiental significativo considerando seus efeitos
acumulados, principalmente em areas recém-abandonadas.
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Nitrogénio fixado em sistemas de cultivo

O feijdo-caupi, geralmente plantado em consdrcio com o milho, é a cul-
tura dominante na agricultura familiar do Semiarido brasileiro. Essas cultu-
ras sdo integradas a pecuaria (principal atividade rural nas areas mais secas,
gue abrange a maior proporc¢do das terras) mediante a utilizacdo dos restos
culturais para alimentag¢ao animal ou para incorporagao ao solo. Atualmen-
te, apresentam baixissima produtividade, que é determinada principalmen-
te pela irregularidade e deficiéncia das chuvas. Em cultivos solteiros ou em
consércio, o feijao-caupi é produzido em um sistema com pouca utilizagdo
de insumos, sem aplicacao de fertilizantes. Por isso, a FBN tem um papel
preponderante na nutricao da planta; a simbiose é estabelecida geralmente
com bactérias nativas dos solos, pois também ndo é comum a adocgdo da
tecnologia de inoculagdo com rizébios selecionados.

O feijdo-caupi apresenta ampla diversidade genética; ha um grande
numero de variedades melhoradas disponiveis para as condi¢cdes semiaridas.
Além dessas, existem diversas variedades locais, muitas vezes preferidas pe-
los agricultores da regido, devido a caracteristicas de porte, tipo de matura-
¢do, ciclo da planta, cor, forma, tamanho e caracteristicas de cozimento dos
grdos. Assim essa interacdo entre gendtipos de plantas e de microssimbion-
tes nativos, aliada as diferentes condi¢Ges edafoclimaticas e de cultivo, gera
enorme potencial de variacdo de respostas da FBN, ja observado em alguns
trabalhos (MARINHO et al., 2014). Entretanto, nos Ultimos anos, apenas dois
estudos avaliaram quantitativamente o desempenho da simbiose em feijao-
caupi no Semiarido, ambos no Agreste da Paraiba (Freitas et al., 2012b; Mar-
tins et al., 2015b).

Utilizando o método da diluicdo isotdpica (em que foram aplicados
20 kg ha! de ureia enriquecida em N), verifica-se que algumas variedades
locais® de feijdo-caupi podem absorver mais da metade do N estocado em
sua biomassa por meio da FBN (Freitas et al., 2012b). Quando cultivada no
municipio de Esperanga, no Agreste paraibano, a variedade Costela de Vaca

5No caso de variedades tradicionais (ndo desenvolvidas por programas de melhoramento), é
importante ressaltar que tém denominacgdes locais, o que ndo assegura identidade dos gendti-
pos das plantas e pode levar a situagdes em que variedades com a mesma denominagao sejam
bastante diferentes de acordo com a regido em que sao produzidas.



apresentou capacidade de absorver da atmosfera quase 80% do N acumulado
em sua biomassa, o que equivale a um potencial de aporte de 45 kg N ha™
em cultivos ndo consorciados. Outras variedades (Cariri, Sedinha, Corujinha,
Sempre Verde e Azul) também apresentaram alta capacidade de FBN (Ndda
de 43% a 58%). Por isso as quantidades de N aportadas pela FBN foram forte-
mente condicionadas pela produgdo de biomassa (variaram entre 22 kg ha' e
30 kg ha, quando cultivadas solteiras).

Em consércio, a produtividade do feijdo-caupi diminui, com efeito so-
bre a quantidade de N fixado, que também serd menor. Apesar de o consorcio
de feijdo-caupi com milho ser comum no Semiarido, s6 existe uma estimativa
das quantidades de N fixadas, comparando-se os sistemas tradicional e agro-
florestal — entre ruas de gliricidia (Gliricidia sepium) + manigoba (Manihot gla-
Ziovii) — no municipio de Taperod, no Cariri Ocidental da Paraiba (Martins et
al., 2015b). Nos dois sistemas, a simbiose com bactérias naturalmente esta-
belecidas no solo (ndo foram utilizados inoculantes) foi eficiente em fornecer
N para as plantas, cuja FBN foi responsavel por 62% a 68% da nutri¢do nitro-
genada da leguminosa. A quantidade de N fixada no feijdo-caupi no sistema
tradicional (em consécio com milho) foi de cerca de 30 kg ha™ N, dos quais 11
kg ha' foram exportados nos graos e 18 kg ha! ficaram na palhada. Quando
o milho + feijdao foram cultivados entre as ruas de espécies arbdreas (siste-
ma agroflorestal), a quantidade de N fixada foi reduzida (apenas 2,7 kg ha?),
uma vez que a produtividade de biomassa do cultivo anual foi drasticamente
reduzida (Martins et al., 2015b). Essa reducdo era esperada, pois a presenca
de arvores afeta diretamente a produtividade das culturas associadas pela
competi¢do por agua, nutrientes e luz (Pérez-Marin et al., 2007).

Nitrogénio fixado em leguminosas arboreas
introduzidas em sistemas agroflorestais

A introducdo de espécies arbdreas em campos agricolas e em pasta-
gens aumenta a produtividade de biomassa total e confere maior estabilida-
de aos sistemas em condi¢bes semidridas (Martins et al., 2013; Pérez-Ma-
rin et al., 2007). Entretanto a produtividade das espécies herbaceas diminui
guando sao cultivadas nas entrelinhas de arvores (Martins et al., 2013). Essa
reducdo pode ser compensada, em longo prazo, pela manutencao da fertili-
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dade do solo propiciada pela entrada, no sistema, do N fixado nas leguminosas
arbdreas. A quantificacdo dos inputs via FBN nesses agroecossistemas, geral-
mente pobres em N, é fundamental para o seu planejamento e manejo.

Estudos sobre o efeito de leguminosas nativas em sistemas agroflo-
restais ndo sdo comuns, mas sabe-se que o alto potencial de FBN dessas
espécies pode propiciar o aporte de grandes quantidades de N (Teixeira et
al., 2006; Freitas et al., 2010b), que dependera do potencial de producdo de
biomassa. Algumas espécies ndo nativas, como gliricidia [Gliricidia sepium
(Jacg.) Kunth] e leucena [Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit], tém de-
monstrado potencial de produgao de biomassa ou capacidade de nodulagao
com rizébios naturalmente estabelecidas nos solos (Martins et al., 2015b;
Silva et al., 2016), mas também nao existem estudos sobre quantidades de N
que podem ser aportadas pelas mesmas. Em Esperanca, PB, observou-se que
a gliricidia nodulada por bactérias naturalmente estabelecidas no solo pode
obter mais de 50% de seu N por meio da simbiose. Quando inserida em sis-
tema agroflorestal, juntamente com manicoba, em cultivos de capim-buffel
(Cenchrus ciliaris L.) ou palma [Opuntia ficus-indica (L.) Mill.], a leguminosa
pode adicionar mais de 40 kg ha' de N apenas pelo corte de suas folhas e
ramos finos (Martins et al., 2015b).

Fixacdo em gramineas

Embora a principal graminea cultivada no Semidrido seja o milho, exis-
tem também cultivos de cana-de-agucar (Saccharum spp.), sorgo [Sorghum
bicolor (L.) Moench], arroz (Oryza sativa L.) e capins diversos utilizados como
pasto ou para corte para forragem. Além disso, gramineas nativas sdo um im-
portante componente da biomassa de herbdceas em alguns fragmentos de
Caatinga. Essas espécies tropicais, de sistema fotossintético C4, apresentam
alta eficiéncia em termos quanto a fotossintese e a utilizacdo de agua, além
de potencial de alta producdo de biomassa. Diversas espécies diazotroficas
(principalmente dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobac-
ter e Burkholderia) ja foram identificadas colonizando a superficie ou o inte-
rior das raizes dessas gramineas (Montafiez et al., 2009; Luna et al., 2010),
mas ainda ndo esta estabelecido se, e em que extensdo, a FBN contribui para
a nutricdo das plantas.



Para as condi¢des do Semidrido brasileiro, ainda ndo existem tra-
balhos publicados com evidéncias isotdpicas de FBN em gramineas e,
consequentemente, ndo existem estimativas do N fixado nessas plan-
tas (Freitas et al., 2015). Mesmo assim, a possibilidade de producdo de
grande quantidade de biomassa com utilizagdo minima de fertilizantes
nitrogenados (que sdo dependentes de energia fdssil para sua fabrica-
¢do) realgca a importancia da FBN em gramineas. Por esse motivo, pes-
quisas estdo sendo desenvolvidas (com cana-de-agulcar, sorgo e milho),
avisando preencher a lacuna sobre o potencial de beneficio da FBN em
gramineas do Semiarido, com previsdo de publicacdo préxima.

Consideragoes finais

Esforcos de pesquisa tém sido conduzidos ao longo dos anos com
o objetivo de conhecer a diversidade de microssimbiontes dos solos do
Semiarido, bem como a sua selecdo para a obtencdo de estirpes eficien-
tes agronomicamente. Com a recente consolidacao de novos grupos de
pesquisa na regido e de programas de pds-graduagao em ciéncias agra-
rias e areas correlatas, muitos resultados promissores tém sido obtidos
nos Ultimos anos. Esses resultados poderdao, em um futuro ndao muito
distante, subsidiar a indicacdo de novos microrganismos para a inocula-
cdo de espécies de interesse para a regido. Além da indicacdo de novos
microrganismos, os resultados de pesquisa obtidos pelos grupos de pes-
quisa da regido Nordeste tém potencial para o subsidio de novas tecno-
logias, praticas e processos agropecudrios para a regidao semidrida.

Para continuarmos progredindo na geracdo de conhecimento e
tecnologia para a FBN na regido semidrida, investimentos em pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo devem continuar sendo realizados com o
fomento de projetos de pesquisa, bolsas de pds-graduacao e infraestru-
tura nas instituicdes de pesquisa e ensino da regido semiarida do Nor-
deste do Brasil.
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