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PREFACIO

O ciclo biogeoquimico do nitrogénio apresenta um conjunto diverso de
transformagdes que envolve a ocorréncia deste elemento no solo, no ar e na
agua e que sdo, na maioria das vezes, realizadas pelos microrganismos. Muitos
destes organismos sao especializados na conducéo de processos especificos.
De forma geral, as transformag¢des do N desencadeiam uma ampla rede de
reacdes de oxidagao-reducao, a partir das quais 0os microrganismos obtém
energia para algum tipo de atividade relativa ao seu metabolismo. Embora a
maior parte das etapas envolvidas no ciclo do N tenha sido identificada ha mais
de um século, ainda hoje nos deparamos com novas descobertas. Os primeiros
10 anos do século XXI foram extremamente importantes no entendimento das
relagbes funcionais dentro do ciclo deste elemento. Nesse periodo ocorreu a
identificagdo de novas espécies de microrganismos envolvidas em processos
ja conhecidos, até a identificacao de processos nunca descritos anteriormente.
Nos primeiros tépicos deste livro é feita uma descrigdo das etapas envolvidas
na dinamica do N no solo, até entdo conhecidas.

O N desempenha papel chave na obtencédo de altas produtividades,
uma vez que ele ocupa posi¢do de destaque na nutrigio mineral de
plantas. Entretanto, em decorréncia das grandes perdas deste elemento
para o ambiente a eficiéncia de utilizacdo do N pelas culturas € baixa.
As preocupacdes com estas perdas tornam-se cada vez maiores se
considerarmos que até 2050 a producédo de alimentos deve aumentar em
70% para suprir a demanda de uma populacdo que podera chegar a 9,1
bilhdes. Esta delicada coexisténcia de efeitos benéficos e detrimentais
sugere a necessidade premente de entendimento mais profundo do ciclo do
N no solo. Nos itens finais deste livro sdo descritas as rotas e apresentados
0s processos relacionados com as perdas de N apdés a aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados minerais e/ou organicos. Sdo também descritas
algumas medidas de mitigacdo com potencial para incremento da eficiéncia
de uso do N pelas culturas.

Este livro é destinado principalmente a estudantes de Agronomia, que
procuram conhecimento basico do ciclo do N no solo, mas que envolvam
todos os seus principais processos. O leitor que desejar aprofundar seus
conhecimentos sobre a matéria encontrara, no topico relativo as referéncias,
amplalistade artigos, boletins e livros, tanto nacionais como internacionais, que
Ihe fornecera fontes de informagdes mais especializadas e pormenorizadas.

A Autora
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1. Introducéo

O nitrogénio (N) € um nutriente essencial requerido por todos 0s organismos
vivos e, frequentemente, limita a produgdo primaria em ecossistemas
aquaticos e terrestres. Este elemento é necessario em grandes quantidades,
uma vez que € componente essencial de proteinas, acidos nucleicos e de
outros constituintes celulares. As proteinas sozinhas compreendem 60 % ou
mais do N das plantas e de células microbianas.

Na litosfera o N esta distribuido nas rochas, no fundo dos oceanos e nos
sedimentos. Este compartimento, representado pela crosta, contém 98 % do N
existente no planeta. Na atmosfera, onde ele existe como gas (N, 78 %), seu
estoque é cerca de um milhdo de vezes maior que o nitrogénio total contido
nos organismos vivos (Figura 1). Apesar de sua abundancia na atmosfera, o
nitrogénio é o nutriente mais limitante ao crescimento das plantas. Isso ocorre
porque o N, ndo pode ser utilizado pela maioria dos organismos, em decorréncia
da ligacéo tripla entre os atomos de nitrogénio (N=N), o que torna a molécula
quase inerte. Para quebra-la, de modo que seus atomos possam combinar
com outros atomos, séo necessarias quantidades substanciais de energia.

Atmosfera

—

/ \ Fixag&o

Atmosférica

Fixagéo
Juvenil NO,N,0,NH,

Plantas
@ [Aumas]
R~ v

Residuos de animais e
Vegetais, Microrganismos

Fixagéo
Industrial

v

Terra
Denitrificagdo

Incorporagao
Direta

Fixacéo Biologica
Simbiética e Nao Simbiética
Combustiveis

Fésseis (C, H, O) Nitrificagao

Figura 1. Ciclo do nitrogénio.
Fonte: Gomes et al. (2000).
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Aproximadamente 95% do N presente no solo encontram-se na forma
organica. Somente cerca da metade destes compostos ja foram identificados.
Além do nitrogénio orgénico existem as formas inorgénicas minerais (NH,",
NO,, NO,), que sdo bem caracterizadas, uma vez que podem ser separadas
e quantificadas. Embora os seus contetidos no solo sejam bem menores do
que a fragdo organica elas sdo de grande importancia na nutricdo das plantas
e em varios processos relativos ao ciclo do N. Dentro das duas classes de N
existentes no solo, ou seja, a organica e a inorgéanica, algumas sao sollveis
e outras séo relativamente insolUveis; algumas sdo mdéveis no solo e outras
sdo imdveis; algumas sao disponiveis para absorcao pelas plantas, enquanto
outras ndo o séo. Este elemento esta sendo continuamente transformado
nestas varias formas, por meio de uma complexa rede de reacgdes fisicas,
quimicas e biolégicas. O N possui valéncias estaveis que vao desde -3, como
no amonio (NH,*) onde ele esta na forma mais reduzida, a +5, como no nitrato
(NO,) onde ele esta na forma mais oxidada (Tabela 1). Este elemento &,
portanto, extremamente versatil, existindo em muitos estados de oxidagao.

Tabela 1. Estados de oxidagdo de compostos nitrogenados chaves.

Composto Estado de oxidacao

Nitrato - NO,’ +5
Di6xido de nitrogénio - NO, +4
Nitrito - NO, +3
Oxido nitrico - NO +2
Oxido nitroso - N,O +1
Dinitrogénio - N, 0

Ambnia - NH, -3
Aménio - NH,+ 3

O balango da quantidade de N mineral no solo pode ser descrito
conforme a equacgéo abaixo (DI; CAMERON, 2002):

N = Np + Nb + Nf + Nu + Nm - Np! - Ng - Ni - NI - Ne (Equagdo 1)
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onde p € a deposicdo atmosférica, b € a fixagdo biolégica do N,, f é o N
aplicado pelo fertilizante, u é o retorno do N ao solo por meio de urina e fezes,
m é a mineralizagdo do N orgéanico, p/ é a absorcao pela planta, g é a perda
de formas gasosas de N, i/ é a imobilizagdo do N pelos microrganismos, [ é
a perda do nitrato por lixiviagdo e, e € a perda por erosao e escorrimento
superficial. Os significados destes componentes do ciclo do N serdo descritos
posteriormente.

Galloway et al. (2004) classificaram os compostos nitrogenados da natureza, como N-n&o reativo e
N-reativo (Nr). O N n&o reativo € o N, e o Nr & toda forma biolégica, fotoquimica e radioativamente

ativa de compostos de N presentes na atmosfera e biosfera. Estes incluem formas oxidadas
inorgénicas, como 6xido nitroso (N,O), nitrato (NO,), nitrito (NO,) e compostos orgénicos como
ureia, aminas, proteinas e acidos nucleicos.

As deposigdes atmosféricas de formas combinadas de N [NH,*, (NH,);
NO,, NO, (NO,)] que chegam ao solo, vém por meio de chuva ou poeira.
No Brasil a deposicédo de NH & menos homogénea que as deposigdes
de NO, e, em termos quantitativos, sdo bem maiores nas regiées Sul e
Sudeste em decorréncia da atividade agricola mais intensiva. Nestes locais
a deposigédo de N pode variar de 500 a 2.000 mg m2 ano' (FILOSO
et al., 2006). Estima-se que a fixagao biolégica de nitrogénio tenha uma
contribuicdo global para os diferentes ecossistemas da ordem de 258
milh6es de toneladas de N por ano, sendo que a contribuigdo na agricultura
é estimada em 60 milhdes de toneladas (FIXACAO..., 2017). A fixagao nao
biolégica é responsavel por, aproximadamente, 10 % da entrada de N na
terra, em termos globais. A produgéo industrial da aménia contribui com
63 %. Outra fonte de N mineral no solo é a decomposigdo das fragbes
organicas. Normalmente, apenas 2 % a 5 % do reservatério organico de N
sao mineralizados por ano, em virtude das fragdes de dificil decomposigao,
ditas recalcitrantes.

2. Mineralizacéo do nitrogénio organico (Amonificacao)

A mineralizagdo do nitrogénio organico (MNOr) é um processo
enzimatico resultante da conversédo de formas organicas de N para formas
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inorganicas disponiveis para as plantas. Ela € conduzida por microrganismos
heterotréficos, aerdbios e anaerdbios, que utilizam os residuos vegetais como
fontes de carbono (C), N e energia.

Para ser absorvido pelos organismos o N orgéanico (NOr) é, primeiramente,
quebrado em unidades menores pelas enzimas extracelulares (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Os compostos resultantes podem ser absorvidos
diretamente ou serem mineralizados para a forma amoniacal [NH,, aménia
(formagasosa); NH,*, aménio] (Figura 2). No solo, aamoénia reage rapidamente
com a 4gua para formar ions aménio. Sob condi¢bes de pH elevado a amdnia
predomina e pode ser perdida para a atmosfera (Equacgéao 2).

Polimeros (p. ex.
proteinas, quitina,
peptidoglicano)

Despolimerizacéo

Absorcao
de N organico

Moléculas organicas
pequenas e sollveis

Mineralizagdo do N
Absorg&o de NH,+

Liberagao do
excesso de NH,+

Nitrificagdo

Absorgéo de NO,-

NO,-

Figura 2. Esquema simplificado da absorgao de N pelos microrganismos do solo.
Fonte: modificado de Geisseler et al. (2010).

NH,"+ OH =ep NH, & + H,O (Equacgéo 2)
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As interagdes entre as enzimas extracelulares e os constituintes organicos
e minerais do solo sdo complexas. Tanto as enzimas como os substratos
podem ser adsorvidos as superficies das argilas, que os estabiliza e os
protege da degradacédo. Se a conformacgéao ativa da enzima é alterada pela
adsorgéao, provavelmente, ela sera inativada; mas, se o sitio catalitico ndo for
afetado, a enzima podera permanecer ativa.

Os fatores que afetam a MNOr estdo, em grande parte, associados
as atividades dos microrganismos do solo, por serem eles os agentes
primarios responséveis por aquele processo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
A mineralizacdo do NOr pode ser conduzida tanto sob condi¢cdes de alta
umidade, onde pode ser estabelecido um ambiente de anaerobiose, como
em condi¢gbes de baixa umidade ou de aerobiose. Nos solos saturados a
mineralizagdo é conduzida tanto por microrganismos aerébios facultativos
como por microrganismos anaerébios. Sob condigdes de limitada
disponibilidade de O, a decomposi¢do é mais lenta e incompleta, o que faz
com que o rendimento energético seja menor. Variagbes nas umidades de
solo entre 50 % a 70 % da capacidade de campo tém sido consideradas as
condigbes mais adequadas. A temperatura é outro fator que pode afetar a
MNOr. De modo geral, aumento na temperatura dentro da faixa de 10°C a
40°C acelera substancialmente a mineralizacdo do NOr. Um aumento de 2
a 3 vezes na mineralizagdo do NOr pode ocorrer a cada 10°C de elevagéo
da temperatura, considerando um intervalo de 10°C - 40°C (CANTARELLA,
2007). O pH do solo é também um importante fator condicionador do processo
de mineralizagdo do NOr. De modo geral, a faixa de pH em torno de 6 a
7 favorece a atividade dos microrganismos e, por sua vez, constitui-se em
condicdo mais adequada a mineralizagdo do NOr.

2.1. Fontes de N orgéanico no solo

2.1.1. Proteinas

As proteinas sdo polimeros de aminodcidos unidos por ligagbes
peptidicas (Figuras 3 e 4). A unido de dois aminoacidos forma uma estrutura
denominada de dipeptideo. A adicdo de outro aminoacido a um dipeptideo
forma o tripeptideo. Adi¢cdes subsequentes de aminoacidos produzem uma
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molécula longa, em cadeia, chamada de peptideo, quando ocorre a unido de
4 a 9 aminoacidos ou de polipeptideos quando ocorre a unido de 10 a 2.000
aminoécidos.

Grupo
carboxila

Figura 3. Férmula basica de um aminoacido.

Grupo carboxila Grupo amina Ligacédo peptidica
H H H H
H 0 H 0 H I 0
N ||z N N | 7
N—C—|C + Nf-C—¢ —> N—C— —C—C
AN
H/ é OH H/ & \OH H/ é \OH

Figura 4. Ligacéo peptidica.

O processo de decomposi¢cdo das proteinas é realizado em varias
etapas. A primeira é denominada protedlise que envolve as acbes das
enzimas proteases ou proteinases (Tabela 2). Estas enzimas quebram a
cadeia protéica em peptideos menores, que subsequentemente sofrem
a acdo das peptidases (Tabela 2) que liberam os diversos aminoacidos.
Estes aminodacidos sofrem um processo de desaminagéo liberando o grupo
amina na forma de aménia. Exemplos de enzimas proteoliticas isoladas de
microrganismos do solo incluem: subtilisina, clostripaina e termolisina.
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2.1.2. Quitina

A quitina € um polimero ndo ramificado de N-acetil-D-glucosamina (Figura
5). A degradagdo deste composto é realizada pelas atividades conjuntas
das enzimas quitinase e quitobiase (Tabela 2), que sado produzidas por
grande variedade de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e arqueias
(LI; GREENE, 2010). A quitinase rompe a quitina em dimeros (quitobiose)
(Tabela 2), que seréo, subsequentemente, clivados para duas moléculas de
N-acetilglucosamina pela quitobiase.

CH,0H CH,OH

H NH H NH H NH
\ \ \
c=0 c=o0 c=0
! ! !
CH, CH, CH,

Figura 5. Estrutura da quitina.

As bactérias produzem as quitinases principalmente para degradar a quitina
para uso como fontes de C e N. Nos fungos, por outro lado, as quitinases tem
uma importante fungdo no desenvolvimento e arquitetura da parede celular
durante o crescimento ativo destes microrganismos (BHATTACHARYA et al.,
2007).

2.1.3. Parede celular

A parede celular bacteriana é uma fonte de nitrogénio organico composta
por uma rede de macromoléculas denominada peptidoglicano. Este
polimero, como o préprio nome diz, possui uma parte proteica e uma
parte polissacaridica. Esta ultima é composta de longos filamentos alternados
de N-acetiimuramico e de N-acetilglicosamina. A hidrélise do peptidoglicano
requer a atividade de diferentes amidases, peptidases e glicosidases (Tabela
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2). Entre as glicosidases a lizosima é a mais estudada e rompe a ligagdo 3 - 1,4
entre os acidos N-acetilmuramico e o N-acetilglicosamina. As espessuras das
paredes celulares variam entre as bactérias e, associados a outros aspectos, as
classificam em bactérias Gram-positivas e em bactérias Gram-negativas (Figura
6).

LPS

Figura 6. Camada de peptidoglicano em bactérias Gram-negativas (A) e Gram-
positivas (B). LPS, lipopolissacarideo; ME, membrana externa; LP, lipoproteina; PG,
peptidoglicano; MC, membrana citoplasmatica; AT, acido teitdico; P, porinas .

Fonte: Adaptado de Alexander (1998).

De acordo com a composigao da parede celular, as bactérias podem ser classificadas em Gram-positivas
e Gram-negativas. Esta classificagao foi feita por Hans Christian Gram, um bacteriologista dinamarqués,
em 1884. O método consiste na adigdo de corantes especificos em um esfregago de bactéria. As bactérias

Gram-positivas (+) tornam-se violetas e as Gram-negativas (-) avermelhadas. Tal método consiste em uma
importante etapa da identificagdo das bactérias. Gram morreu em 1935 sem ter conseguido que fosse
reconhecida a importancia do seu método de coloragéo.

2.1.4. Acidos nucleicos

Os 4&cidos nucleicos (RNA, 4&cido ribonucleico e DNA, &cido
desoxirribonucleico) sdo fontes de N organico constituidos por um
grupo fosfato, uma base nitrogenada e aglcares pentose (Figura 7). Os
acidos nucleicos sdo degradados por meio de enzimas denominadas,
genericamente, de nucleases (ribonucleases e desoxirribonucleases),
que hidrolisam as ligagbes ésteres entre os grupos fosfatos e os
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acucares pentoses (Tabela 2). As RNases e as DNases dividem-se em
exonucleases, que rompem nucleotideos isolados no final do polimero do
acido nucleico, e, endonucleases, que o clivam, internamente. Nucleotideos
individuais sdo os produtos finais da acdo das nucleases. As nucleotidases
convertem os mononucleotideos para nucleosideos e PO,* inorganico.
As enzimas nucleosidases hidrolizam os nucleosideos para as bases
purinas - adenina (A) e guanina (G) - e para as bases pirimidinas - timina
(T), citosina (C) e uracila (U) -, liberando a componente pentose. Estes séo,
subsequentemente, convertidos para NH, pelas reagbes catalisadas pelas
enzimas amidohidrolases e amidinohidrolases.

Base
Nitrogenada
(Ex. Timina)

Grupo fosfato (03 C

Pentose

Figura 7. Estrutura basica de um nucleotideo e sua composigdo: uma base
nitrogenada, uma pentose (aglcar) e um grupo fosfato.

2.1.5. Ureia

A ureia é outra fonte de N orgénico liberada continuamente no ambiente
por meio de processos biolégicos tal como a excregado de urina de mamiferos.
Em ruminantes a ureia representa cerca de 50 a 75 % do N total excretado.
Este composto também surge no solo como produto da degradagéo do
aminoacido arginina e do &acido Urico, que é excretado por passaros, répteis
e a maioria dos insetos terrestres, como produto primario da detoxificacéo.
As purinas e pirimidinas que fazem parte dos acidos nucleicos também séo
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fontes de ureia no solo (Figura 8). A ureia pode ser também adicionada
ao solo por meio de fertilizante, onde ela € hidrolisada para aménia e CO,
pela enzima urease (Tabela 2), conforme a equacgéo 3. Esta enzima pode
ser originaria de microrganismos e de plantas, sendo, por isto, de ampla
distribuigao nos solos.

°< / \ HN/C\C/N\ ~o— \

1 N
"L T T
HR SN / N \g/ P N \N/
Purina Adenina (A) Guanina (A)
NH, o [o)
: ! | !
3 N/ \C 5 N/ \CH HN/ \ HN/ \C — CH,
o J 0 11 T 1 1.1
RN 0F SN F \N/ 0o” o
H H
)
Pirimidina Citosina (C) Uracil (U) Timina (T)
Figura 8. Estrutura das bases puricas (A) e das bases pirimidicas (B).
0]
I urease
NH,—C—NH, + H,O ==p 2NH_ + CO, +H,O (Equagéo 3)

Enzima urease:
« E produzida pelas bactérias, leveduras, fungos filamentosos, algas e plantas.

« Pode ser sintetizada constitutivamente por alguns organismos.
« A sintese da urease é reprimida quando as células estdo crescendo na presenga de fontes de N, como
o NH,* ou outras fontes alternativas de N.
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Tabela 2. Resumo das enzimas envolvidas na degradacéo do N organico.

Substrato Enzima Produto

Proteina Proteinases, Proteases Peptideos, aminoacidos
Peptideos Peptidases Aminoéacidos

Quitina Quitinase Quitobiose

Quitobiose Quitobiase N-acetilglucosamina

Amidases

) Lo Aminoacucares
Peptidases, Glicosidases

Peptidoglicano

Desoxirribonuclease

DNA e RNA Ribonucleases Nucleotideos

Nucleotideos Nucleotidases Nucleosideo e PO,® inorgénico
Bases purinas

Nucleosideo Nucleosidase Bases pirimidinas
Componente pentose

Bases purinas e Amidohidrolase -

pirimidinas Amidinohidrolase NH, (amonia)

Ureia Urease CO, e NH,

3. Nitrificacao

A nitrificacdo & um processo de oxidagdo do amdnio (amébnia, em termos
de substrato) para nitrito e, subsequentemente, para nitrato (NO,) realizado
por microrganismos quimioautotrdficos, que obtém o C do CO, e a energia da
oxidacdo quimica para a sintese de seus constituintes celulares (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). O NH,* é utilizado como doador de elétrons e o O, como
aceptor de elétrons.

Por muitos anos as bactérias oxidadoras da aménia (BOA) foram
consideradas os Unicos organismos capazes de conduzir 0 processo de
nitrificacdo. Entretanto, a identificacdo do gene chave responsavel pela
oxidagdo da aménia (monoxigenase da amoénia, amoA) em Crenarchaeota
e o isolamento do Nitrosopumilus maritimus (KONNEKE et al., 2005), hoje
colocada no filo Thaumarchaeota (BROCHIER-ARMANET et al., 2008),
demonstraram que as arqueias também sao capazes de conduzir o primeiro
passo da nitrificagcdo (AQA).




Ciclo do Nitrogénio em Sistemas Agricolas

Historico da descoberta do processo da nitrificacao:

» Houzeau (1872) descreveu o primeiro passo da nitrificagao.

+ Entre 1873-1877, este processo foi atribuido a agdo de microrganismos fermentativos.

« Warington (1878) mostrou que a nitrificagdo é um processo que ocorre em dois passos.

« Winogradsky (1890) confirma o papel de bactéria no processo de nitrificagéo, apés o isolamento do

primeiro organismo oxidador da aménia. O modo de vida foi descrito como quimioautotréfico.

- Winogradsky (1890) isola a bactéria nitrificadora, Nitrosomonas europaea.

» De 1890 a 2004, os cientistas acreditavam que somente bactérias mediavam o primeiro passo da
nitrificacdo.

« Em 2004-2005, o conhecimento sobre os microrganismos responsaveis pela condugéo do processo de
nitrificacdo muda radicalmente com a descoberta de que outros microrganismos, como as arqueias,
também estariam envolvidos na oxidagdo da amonia.

O nitrato oriundo da nitrificagdo é, em geral, a forma predominante de N
em solos cultivados, bem aerados, exceto por um curto periodo de tempo,
apos a adicao de fertilizantes amoniacais. Apesar disso, 0 aménio, em adicdo
ao glutamato e glutamina, que servem como doadores chaves de N para as
reagOes biossintéticas em todas as células, sdo considerados como fontes
preferenciais de N para muitos microrganismos (WONG et al., 2008). A
absorgao de nitrato requer a sua redugao no interior da célula, o que envolve
gastos de energia.

3.1. Nitrificacao por microrganismos do Dominio Bacteria

As bactérias que realizam a nitrificagdo sao restritas as 3 e y -Proteobacteria
e dividem-se em dois grupos: bactérias oxidadoras da ambnia (BOA) e
bactérias oxidadoras do nitrito (BON). As Nitrosomonas (nitrificadores
primarios) convertem a amaénia paranitrito (NO,") e as Nitrobacter (nitrificadores
secundarios) convertem o NO, para NO,". A espécie Nitrosomonas europaea
€ a bactéria mais estudada em relacao a oxidacdo da amdnia. Entretanto, ela
ndo € a bactéria nitrificadora primaria mais comum nos solos.

As duas etapas da nitrificagdo s&o denominadas nitritagdo e nitratacao:

« Nitritagéo - é a oxidagdo da amoénia para nitrito.

* Nitrataco - é a oxidagao do nitrito para nitrato.
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A reagéo de conversdo da aménia para NO, € descrita abaixo:

NH, + 1,50, =m===p NO, + H*+H,0 (Equagéo 4)

(amdnia) (nitrito)

Essa reagdo de oxidacdo envolve a transferéncia de 6e (elétrons), rende
66 kcal mol” de NH, e envolve dois passos. O primeiro passo € a conversao
da NH, para hidroxilamina (NH,OH) pela enzima monooxigenase da aménia
(MOA). Nessa reacao, dois elétrons sdo necessarios para a redugdo de um
dos atomos de O, para agua (Equagéo 5).

(MOA)
NH, + O, + 2H" + 2¢ =m==p NH,OH + H,O (Equag&o 5)

A reacdo acima é endergdnica e requer uma quantidade pequena de
energia. Ela ndo esta acoplada a sintese de ATP.

Em 2015, Daims et al. (2015) e van Kessel et al. (2015) encontraram um novo grupo de sequéncia da

enzima monooxigenase da amonia, que codifica o primeiro passo da nitrificagao.

Anhidroxilamina é convertida, por meio de varios passos nao definidos, para
nitrito (NO,) pela enzima oxidoredutase da hidroxilamina (ORH) (Equagé&o 6).
Ao contrario da monooxigenase da amdnia, que € uma proteina integral de
membrana, a oxidoredutase da hidroxilamina é periplasmatica.

(ORH)
NH,OH + H,O ==y O, +5H"+4e" (Equagéo 6)

A energia produzida na reacao 6 é utilizada para fixar o diéxido de carbono
(CO,). Dois dos elétrons produzidos passam através da cadeia de transporte
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de elétrons para o oxigénio, enquanto os outros dois sdo usados na reacao
da monooxigenase da aménia. A equagéo geral pode ser assim descrita
(Equacao 7).

NH, + O, + 2H* mmmmmp NH,OH+H,0 = NO, +5H* (Equagio 7)

Os estudos sobre a ecologia das comunidades de bactérias oxidadoras
da amoénia baseavam-se nas extrapolagbes de dados obtidos a partir de
estudos feitos em meio de cultura com a bactéria Nitrosomonas europeae,
cujo genoma foi inteiramente sequenciado. Os recentes avangos nas
técnicas moleculares, para andlise direta de toda a comunidade microbiana
do solo, tém revelado que as bactérias do género Nitrosospira spp., mais
que as Nitrosomonas spp., sdo as BOA dominantes na maioria dos solos.
As Nitrosomonas spp. prevaleceriam, principalmente, em situagdes onde os
solos tivessem recebido altas quantidades de N, ao contrario das Nitrosospira
spp., que requerem baixas concentragbes de NH,” na solugdo do solo
(TAYLOR; BOTTOMLEY, 2006). A estrutura da comunidade das BOA é,
portanto, afetada pelas condigcbes edaficas, que incluem, além do teor de
nitrogénio, outros fatores que seréo discutidos adiante.

Apos a oxidacdo da aménia, o nitrito formado na equacgéo 7 € oxidado a
nitrato. Nesta reacéo o oxigénio necessario a formagao do nitrato € obtido da
molécula de agua e serve como aceptor de elétrons.

NO, + 1/20, =====p NO, (Equagéo 8)

Esse processo de oxidacao é conduzido pela oxidoredutase do nitrito, que
€ uma enzima ligada a membrana. Esta reagcdo ocorre em um Unico passo e
rende baixas quantidades de energia, ou seja, 18 kcal mol™* de nitrito. Assim,
aproximadamente 100 moles de nitrito sdo oxidados para fixar de 1 mol de
CO,, enquanto que, na primeira etapa da nitrificagéo, a oxidag&o de 35 moles
de amobnia alcangam o mesmo fim. Este baixo ganho energético da oxidagao
do nitrito para nitrato demonstra que as bactérias envolvidas no segundo
passo da nitrificacdo necessitam processar quantidades maiores de substrato.
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Em consequéncia disso, a oxidagdo do NO, ocorre com maior velocidade do
que a oxidacdo do aménio, fazendo com que o nitrito raramente se acumule
no solo. Tal fato é de extrema importancia para as Nitrosomonas spp. cuja
atividade é inibida pela acumulacao daquele anion. A Figura 9 apresenta um
esquema resumido do processo da nitrificacéo.

Monooxigenase Oxidoredutase Oxidoredutase
da aménia da hidroxilamina do nitrito
NH, NH,OH NO,- NO,-
genes amoA hao nxr

O,+2H"—-H,0
Oxidagao da amoénia Oxidacgéao do nitrito

Figura 9. Esquema resumido do processo de nitrificagdo e os genes que codificam
para as enzimas envolvidas. amoA, monooxigenase da amoénia; hao, oxidoredutase
da hidroxilamina; nxr, oxidoredutase do nitrito.

A condugédo do processo de nitrificacdo sempre foi considerada como a
acao sequencial de grupos distintos de microrganismos (Tabela 3). Entretanto,
Costa et al. (2006) postularam a provavel existéncia de bactéria que poderia
oxidar amonia para nitrito e, posteriormente, para nitrato, sob determinadas
condicdes. Passados nove anos, Kessel et al. (2015) e Daims et al. (2015)
demonstraram que o género Nitrospira pode governar todo o processo de
nitrificacdo. Kessel et al. (2015) relataram que os genomas de duas espécies
deste género foram capazes de codificar todas as enzimas necessarias para
a oxidacdo da amonia via nitrito para nitrato. A identificacdo e cultivo destes
organismos por Daims et al. (2015) e Kessel et al. (2015) abre mais uma porta
para a descoberta de novas vias do ciclo do nitrogénio. A condugao dos dois
passos seria altamente favoravel para o microrganismo em termos energéticos.
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O termo comammox (complete ammonia oxidizer, oxidador completo da
amonia) foi utilizado para descrever o processo (Figura 10).

Tabela 3. Exemplos de bactérias nitrificadoras.

Nitrosomonas communis
Nitrosomonas europaea
Nitrosomonas eutropha
Nitrosomonas mobilis
Nitrosolobus multiformis
Nitrobacter winogradskyi
Nitrobacter vulgaris
Nitrobacter hamburgensis
Nitrosospira briensis
Nitrobacter alkalicus

Fonte: Koops et al. (2001) e Poly et al. (2008).

Completa nitrificagao
Bactéria comammox

Figura 10. Ciclo do nitrogénio revisado.

3.2. Nitrificacdo por microrganismos do Dominio Archaea

Leininger et al. (2006) foram os primeiros pesquisadores a demonstrarem
que, entre os procariotos oxidadadores do aménio, os microrganismos
do Dominio Archaea poderiam predominar nos solos. O trabalho destes
autores foi conduzido em 12 solos agricolas oriundos de regides climaticas
diferentes. Cépias do gene amoA das arqueias foram 3.000 vezes mais
abundantes nas areas estudadas, do que coOpias do mesmo gene em
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bactérias. Apesar disso, dluvidas em relagdo ao potencial de atividade das
arqueias, no processo de nitrificagdo, ainda prevalescem, uma vez que a
maior abundancia do gene amoA nao implica, necessariamente, na sua
expressao (Tabela 4). Segundo Wessén e Hallin (2011) as BOA tém maior
diversidade ecofisiologica do que as AOA e, portanto, apresentam potencial
para cobrir uma maior gama de habitats. Jia e Conrad (2009) verificaram
maior atividade de oxidacdo da amoénia pelas bactérias, embora as arqueias
fossem mais abundantes no solo. Por outro lado, He et al. (2007) obtiveram
correlagdes positivas e significativas entre as taxas potenciais de nitrificagcao
e o tamanho das populagdes, tanto de arqueias, como de bactérias
oxidadoras da aménia (BOA). Estudos de analises genémicas comparativas
indicam que as BOA e as AOA podem diferir de forma marcante em relagao
as suas vias metabdlicas e fisioldégicas (WALKER et al., 2010).

Tabela 4. Resultados da avaliagédo do processo de oxidagdo da amdnia no solo, obtidos
por diferentes autores.

Resultados Citacao

As AOA s&o mais abundantes que as BOA em solos de Leininger et al. (2006)
diferentes origens.

As abundancias de AOA e de BOA foram correlacionadas He et al. (2007)
com as atividades potenciais de oxidagdo da amoénia.

Tanto as AOA como as BOA sdo ativas na oxidagdo da Jia e Conrad (2009)
amoOnia, em solos agricolas.

A abundéancia das BOA ou das AOA néo esta ligada a Jia e Conrad (2009)
efetiva atividade no processo de nitrificagdo. Embora as

AOA fossem mais abundantes, as BOA foram mais ativas

na oxidacdo da aménia, em solo agricola.

A abundancia das AOA foi positivamente relacionada Wessén et al. (2010)
com a adic¢&o de carbono organico ao solo.

Comunidades de microrganismos oxidadores da aménia Zhang et al. (2015a)
tém sido associadas ao estagio de crescimento de

plantas, como observado em milho e feijao guandu

Arizosfera parece ter uma maior influéncia na nitrificagdo Rudisill et al. (2016)
do que praticas de fertilidade.

BOA: bactérias oxidadoras da aménia
AOA: arqueias oxidadoras da amonia
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3.3. Fatores que afetam o processo de nitrificacdo pelas
bactérias e arqueias oxidadoras da amoénia

Fertilizantes nitrogenados

O efeito do uso de fertilizantes nitrogenados na abundéancia ou atividade
de arqueias oxidadoras da amoénia e de BOA ainda é contraditério. Existem
relatos que a populagdo de BOA aumentou de 4 x 108 células g de solo para
35 e 66 x 108 células g de solo, em decorréncia da aplicacdo de 1,5 ou 7,5
mM de sulfato de aménio, respectivamente (OKANO et al., 2004). Ao contrario
desses resultados, outros autores ndo observaram diferencas significativas
no tamanho da comunidade de BOA, em solos fertilizados ou n&o, com
nitrogénio (HALLIN et al., 2009). Akiyama et al. (2013) demonstraram que,
embora as arqueias contribuam para a oxidacdo da aménia, a resposta das
bactérias é maior apés a aplicagao de fertilizantes nitrogenados. Entretanto,
segundo Gannes et al. (2014), dados de campo que estabelegam correlagdes
entre os niveis naturais de aménio ou outra forma de N no solo, com as AOA,
ainda séo escassos.

pH

Do mesmo modo, ainda ndo existe um consenso quanto ao efeito do pH
na atividade das bactérias e das arqueias na oxidagdo da amoénia. Alguns
autores demonstraram maior atividade das arquéias em solos acidos e das
BOA em solos calcareos (HUANG et al., 2012), mas respostas contrarias a
estas também tém sido obtidas (YING et al., 2010).

Umidade do solo

O teor de umidade dos solos é outro fator a ser considerado em relacao
a abundéancia dos microrganismos envolvidos na nitrificacdo. As arqueias
parecem ser mais tolerantes ao estresse de agua que as bactérias
(GLEESON et al., 2010) e isso pode estar relacionado a disponibilidade de
O,. A enzima MOA das arqueias tem maior afinidade pelo oxigénio do que
as bactérias, indicando uma melhor adaptacado destes microrganismos em
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ambientes com baixa disponibilidade de oxigénio (MARTENS-HABBENA;
STAHL, 2011).

Metais pesados

A nitrificagdo € um dos processos do ciclo do N mais sensivel aos metais
pesados. Estes elementos afetam de forma diferenciada as BOA e as AOA.
Mertens et al. (2009) relataram que as BOA podem se adaptar melhor em
area contaminada com Zn, do que as AOA. Por outro lado, segundo Li et al.
(2009) as AOA s&o mais tolerantes ao Cu do que as BOA.

3.4. Nitrificacao heterotrofica

A nitrificacédo heterotrofica é definida como a oxidagao do N orgéanico para
nitrato, embora alguns estudos sugerem que os nitrificadores heterotroéficos
podem também utilizar substratos inorganicos (ZHANG et al., 2014) (Figura
11).

Nitrificagéo autotréfica

Monooxigenase Oxidoredutase Oxidoredutase
da aménia da hidroxilamina do nitrito
N orgénico
Nitrificagdo
NH, —— NHOH ——> NO, —— NO, +—— heterotréfica

Figura 11. Esquema demonstrando o processo de nitrificagédo heterotréfica.

Na nitrificagao heterotrofica, o processo de oxidagdo da aménia ndo esta
ligado a produgdo de energia, como ocorre na nitrificacdo autotréfica. Do
mesmo modo, as enzimas que regulam a nitrificagdo por microrganismos
heterotréficos (Tabela 5) sao diferentes daquelas da nitrificagao autotréfica.
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Tabela 5. Exemplos de microrganismos nitrificadores heterotroficos.

Bactérias Fungos

Paracoccus denitrificans Aspergillus wentii
Pseudomonas putida Penicillium sp
Bacillus badius

Burkholderia capacia

Fonte: Hayatsu et al. (2008).

A nitrificagdo conduzida por fungos, um microrganismo heterotréfico,
foi primeiramente descrita no ano de 1894 (STUTZER; HARTLEB, 1894)
e, desde entéo, muitos trabalhos demonstraram que a produgédo de NO, é
um fendmeno disseminado entre aqueles microrganismos. A nitrificagéo
heterotréfica seria predominante em ambientes que ndo fornecem condigbes
adequadas para as bactérias nitrificadoras autotréficas (ISLAM et al., 2007).
Os fungos podem ser 0s principais responsaveis pela nitrificagdo em solos
acidos, em solos salinos e em solos com pH neutro (YOKOYAMA et al.,
2012). Segundo Laughlin et al. (2008), a nitrificagdo heterotréfica é também
um processo de grande importancia em solos de pastagem.

Na Europa ocidental foi observado que, além dos fungos, bactérias
heterotréficas foram também capazes de conduzir o processo de nitrificagdo
em solos acidos de florestas de coniferas. Nestas condigbes, a bactéria
Arthrobacter sp. pareceu ser a mais adaptada a conducéo daquele processo
(BRIERLEY; WOQOD, 2001).

4. Oxidacao anaerdbia da amdnia (anammox)

A anammox é um processo de oxidacdo da amoénia sob condicbes
anaerdbias. Desde a identificacdo deste processo por Strous et al. (1997),
varias bactérias capazes de utilizar esta via ja foram caracterizadas. A
anammox envolve a oxidacdo do amdnio, utilizando o nitrito como aceptor de
elétrons, para produzir nitrogénio gasoso conforme a equacgéo 9:
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NH,”+ NO, === N, + 2H,O (Equacdo9)

Esse processo pode dominar a produgao de N, em ambientes aquaticos
(STEVENS; ULLOA, 2008), sedimentos marinhos (RICH et al., 2008) e
mares congelados (RYSGAARD et al., 2008). Neste processo, ndo ocorre a
produgé&o do oxido nitroso (N,O) devido a combinag&o do aménio com o nitrito.
Os organismos que realizam a anammox apresentam em suas células um
compartimento denominado anamoxossoma, que é o local onde a oxidagdo
da aménia ocorre. Juntas a desnitrificacdo e a anammox séo responsaveis
pelo retorno do N, para a atmosfera.

Do mesmo modo que as bactérias nitrificadoras classicas, as bactérias que
realizam a oxidagdo andxica da aménia também s&o organismos autotroficos.
Portanto, eles s&o capazes de crescer tendo o CO, como unica fonte de
carbono para a produgao de seus compostos celulares (Equagéo 10).

CO, + 2NO,; + H,0 === CH,0 + 2NO, (Equagdo 10)

Embora a atividade da anammox em ambientes terrestres fosse até
recentemente pouco conhecida, o trabalho conduzido por Shen et al. (2013a)
revelou a presenga de bactérias responsaveis por este processo em 32
solos coletados em diferentes localizagbes na China. Quatro géneros de
bactérias capazes de realizar este processo foram identificados por meio da
andlise filogenética dos genes 16S rRNA, sendo a Candidatus Brocadia a
mais dominante. Em outro estudo foi demonstrado que, além do Candidatus
Brocardia, a Candidatus Kuenenia também predomina em determinados
tipos de solo (BAl et al., 2015).

5. Reducao assimilatéria do nitrato (Imobilizacao)

A imobilizagdo do nitrogénio é definida como a transformagdo do N
inorgénico (NH,, NH,*, NO,, NO,) em N orgéanico (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). O N é absorvido pelas plantas e microrganismos tanto na formareduzida
(NH,*) como na forma oxidada (NO,). Neste ultimo caso, o nitrato tem que
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ser, primeiramente, reduzido dentro da célula para se ligar aos esqueletos de
carbono, que serédo posteriormente polimerizados para formarem moléculas
complexas. Esta redugédo € um processo que requer energia, 0 que faz com
que o NH,* seja preferencialmente absorvido pelos microrganismos.

Os microrganismos assimilam o aménio (amdnia como substrato) por duas
vias: desidrogenase do glutamato (GDH) e sintetase da glutamina-sintase
do glutamato (GS/GOGAT) (Equacgdes 11, 12 e 13). A primeira via torna-se
ativa quando o NH,* esta presente em concentragoes relativamente altas (>
0,5 mg NH," kg™ de solo). Neste caso a desidrogenase do glutamato, na
presenga de equivalentes redutores, incorpora aquele ion ao a-cetoglutarato
para formar glutamato. Porém, na maioria dos solos o amdnio esté presente
em baixas concentracdes, resultando em decréscimo da sua concentracao
intracelular. Neste caso, os microrganismos utilizam a segunda via, onde
0 amoénio, primeiramente, se junta ao glutamato para formar glutamina.
Posteriormente, o NH,* é transferido da glutamina para o a-cetoglutarato, que
resulta na formagao de duas moléculas de glutamato. Uma vez incorporado
ao glutamato, o aménio pode ser transferido para outras moléculas para
formar aminodcidos adicionais.

Primeira via:
GDH

NH, + a-Cetoglutarato = Glutamato +H,O +NADP
NADPH + H*  (Equagéo 11)

Segunda via:
Sintetase da glutamina

NH, + Glutamato =) Glutamina
AP "\ ADP+Pi (Equacio12)

Sintase do glutamato

a-Cetoglutarato + Glutaming ==————) 2 Glutamato + NADP
NADPH + H*  (Equagéao 13)
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A predominancia do processo de imobilizagdo (Figura 12) sobre o processo
de mineralizagéo, ou vice-versa, depende da relacdo C/N dos constituintes
organicos do solo. De forma geral, residuos com razdes C/N maiores que
30 promovem a imobilizacdo liquida do N, uma vez que os requerimentos
desse nutriente pelos microrganismos tornam-se maiores que o fornecido
pelos processos de decomposicdo da matéria organica. A medida que estes
compostos sdo metabolizados a relacdo C/N diminui e, por conseguinte, a
imobilizacdo do N. Razbes C/N abaixo de 20, frequentemente, levam a um
aumento nos niveis de N mineral no solo. Tais valores servem como regra
quando o C e o N estdo em compostos com taxas similares de degradacéo.
Alguns compostos contém grandes quantidades de C e de N em formas
que se degradam lentamente (mesmo com razdes C/N menores de 20) e,
neste caso, o N organico ndo pode servir como fonte prontamente disponivel
daquele elemento.

Foto: Morel Pereira Barbosa Filho

Figura 12. Deficiéncia de nitrogénio causada pela imobilizagao de nitrogénio pelos
microrganismos, em plantas de feijao, na fase inicial de crescimento, em area ap6s
cultivo de milho.

Fonte: Barbosa Filho et al. (2005). Reproduzida com autorizagéo.
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6. Desnitrificacao

A desnitrificacdo € um processo classicamente definido como a redugao
microbiologica de nitrato para oOxido nitroso (N,O) ou N molecular (N,).
Atualmente, essa definicdo é considerada insatisfatéria, uma vez que esta
bem estabelecido que os 6xidos gasosos de N sdo também produzidos
durante a nitrificacdo e durante a reducéo microbiana do nitrato para amonio.
Em decorréncia disso, a maioria dos microbiologistas define a desnitrificagao
como uma redugao respiratoria do nitrato ou nitrito para as formas gasosas
de NO, N,O ou N,, acoplada a fosforilagdo durante o transporte de elétrons.
Isto significa que na auséncia de oxigénio para a respiragio aerdbia normal,
os microrganismos utilizam o nitrato como aceptor terminal de elétrons, o
que é denominado de respiragdo anaerdbia e pode ser assim visualizada
(Equacéo 14).

CH,0, + 4NO, === CO, + 6H,O + 2N, (Equagéo 14)

Pela equacdo acima verifica-se que para conduzir o processo de
desnitrificagdo, os microrganismos também necessitam de matéria organica
oxidavel, que atuara como fonte de C e de elétrons.

1950 — Primeiro estudo da dinamica da produgéo de N,O no solo.
1956 — Estabelecida a relagéo entre a quantidade de NO, no solo e a emissao de N,O.

A primeira indicagdo de que os microrganismos nitrificadores poderiam também produzir N,O foi relatada por
Corbert (1935). Posteriormente, outras evidéncias foram surgindo.

- Falcone et al. (1962) foram os primeiros a publicar evidéncias de que a Nitrosomonas europaea tem a
capacidade enzimatica para produzir N,O.

» Hooper (1968) e Ritchie e Nicholas (1972) forneceram também evidéncias de que a redugao enzimatica do nitrito
pela Nitrosomonas europaea resulta na produgéo do N,O.

« Yoshida e Alexander (1970) foram os primeiros a demonstrar que células de Nitrosomonas europaea, envolvida
no primeiro passo da nitrificag&o, produzem N,O durante a oxidagdo do amonio ou da hidroxilamina a nitrito.

« Ritchie e Nicholas (1972) demonstraram em seus estudos classicos com células de Nitrosomonas europaea e

extratos livres de células acrescentados de NH,*, NO,” e NH,OH marcados com "N, que este microrganismo
produz N,O por meio da redugéo do NO,,, com NH,OH como doador de elétrons. Isso foi demonstrado tanto em
condicdes aerdbias como anaerdbias.

« Poth e Focht (1985) confirmaram por meio da técnica de marcagéo com *N que a producéo de N,O pelas
bactérias oxidadoras autotréficos de NH,* resulta de um processo redutivo no qual os organismos usam NO,
como aceptor de elétrons, especialmente quando o O, & limitante.




Ciclo do Nitrogénio em Sistemas Agricolas

O primeiro passo da desnitrificacdo consiste na reducdo do nitrato para
nitrito e é catalisado pela enzima redutase do nitrato, cuja sintese e atividade
sdo inibidas pelo oxigénio. A redutase do nitrito catalisa a converséo de nitrito
para éxido nitrico. Esta enzima é encontrada no periplasma e existe em duas
formas, uma contendo Cu e outra na forma heme. A redutase do 6xido nitrico,
uma proteina ligada a membrana, catalisa a conversao do 6xido nitrico (NO)
para oOxido nitroso (N,O) e também tem a sua sintese inibida pelo oxigénio
e induzida por varias formas de 6xidos de nitrogénio. A redutase do 6xido
nitroso, uma proteina encontrada no periplasma, contém Cu e converte
oxido nitroso para N,. A atividade desta enzima € inibida a baixo pH e € mais
sensivel ao oxigénio que as outras trés enzimas. A desnitrificagéo é, portanto,
um importante processo bioldgico pela qual o N reativo pode retornar a
atmosfera na forma de N,. A rota do processo de desnitrificagéo é usualmente
representada como descrito na Figura 13.

(+5)NO; (+2)NO (+1)N,0 N,
(Nitrato) (Oxido nitrico) (Oxido nitroso) (Dinitrogénio)

Figura 13. Resumo do processo de desnitrificagdo.

Apesar do processo da desnitrificacdo ser tradicionalmente conhecido
como fonte de N,O, outros processos estdo também envolvidos na emisséo
deste gas, ou seja: nitrificacdo e desnitrificacdo por nitrificadores. Tais
processos podem ocorrer simultaneamente nos solos e suas contribui¢cdes
relativas para a emissdo total desse gas diferem sob diferentes condigbes
ambientais.

As bactérias desnitrificadoras compreendem cerca de 0,1 a 5 % da
populacdo de microrganismos total dos solos. Mais de 60 géneros j& foram
identificados. Embora tradicionalmente os microrganismos desnitrificadores

N

sejam heterotréficos e pertencam a Proteobacteria, microrganismos
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autotréficos, fitotréficos, litotréficos e organotréficos, desnitrificam sob
certas condi¢bes. Entre estes microrganismos podem ser citados as
bactérias Thiobacillus denitrificans, Alcaligenes eutropha, Paracoccus
denitrificans, Rhodobacter sphaeroides e Rhodobacter azotoformans.

Adespeito da diversidade de bactérias desnitrificadoras presentes no solo,
elas sdo dominadas por membros do género Pseudomonas. Espécies dos
géneros Alcaligenes, Flavobacterium e Bacillus sao também comuns. Além
destes géneros, bactérias normalmente associadas a fixagao biolégica do
N, (p. ex. Azospirillum, Rhizobium, Mesorhizobium) desnitrificam sob certas
condigbes (OKADA et al., 2005). Algumas arqueias e eucariotos (KRAFT
et al., 2011) sdo também capazes de conduzir a desnitrificagdo. Segundo
Wallenstein et al. (2006), a composi¢éo e a densidade dos microrganismos
desnitrificadores podem afetar a atividade do processo de desnitrificagao,
embora nem sempre essa relagéo seja encontrada (MILLER et al., 2008).

Varios sdo os fatores edafoclimaticos que podem afetar o processo de
desnitrificacao (Tabela 6).

Umidade e textura do solo

As propriedades fisicas como macro e microporosidade, aeragdo e
densidade influenciam as taxas de emiss@o de N,O. Na umidade de 60% da
capacidade de campo, ocorre maior produgdo de N,O em solos argilosos,
comparativamente, aos arenosos. Isso estd, provavelmente, relacionado
a maior atividade de desnitrificacdo nos micrositios anaer6bios formados
no solo argiloso, em decorréncia dos menores tamanhos dos poros. Solos
arenosos séo fontes potenciais de N,O em condigbes Umidas, quando os
microporos e 0s macroporos estdo cheios de agua (100 % CC) (PIHLATIE et
al., 2004). A emisséo de N,O de solos organicos s&o, geralmente, maiores do
que de solos minerais (VELTHOF; OENEMA, 1995).

Oxigénio
Conforme descrito anteriormente, a disponibilidade de oxigénio tem forte
influéncia sobre a desnitrificacdo, uma vez que este processo, em geral,
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ocorre sob condigbes andxicas. As enzimas envolvidas nesta etapa do ciclo
do N variam na sua sensibilidade a presenga de oxigénio (MORLEY et al.,
2008). O N,O pode ser o produto dominante do processo de desnitrificagdo
poucos dias apds a ocorréncia de chuvas ou de irrigagdo (WEBB et al.,
2004), em decorréncia da maior sensibilidade da redutase do éxido nitroso
ao oxigénio.

Em altas concentracbes de oxigénio o metabolismo aerdbio dos
desnitrificadores é favorecido, de modo que a redugdo do NO, néo ocorre.
Embora o processo de desnitrificacdo seja considerado somente anaerébio,
ele pode também ocorrer em solos aparentemente aerobios. A distribuicdo
de sua atividade nesses solos é extremamente heterogénea e esta,
provavelmente, associada a quantidade e localizagdo da matéria organica
decomponivel (CHRISTENSEN et al., 1990), que promove o consumo de O,
pelos microrganismos heterotréficos e tornam as condigdes andxicas.

Conforme dito no paragrafo acima, a desnitrificagdo ocorre sob condigdes
anaerdbias ou anoxicas, uma vez que as enzimas envolvidas no processo sao
sensiveis ao oxigénio. Poréem, existem relatos de que determinadas bactérias
sdo capazes de conduzir o processo de desnitrificacdo sob condi¢des
aerobias, em que o NO, é gradualmente reduzido para N,. Segundo Ji et
al. (2015), a correspiragdo do nitrato e do oxigénio é o resultado de uma
adaptacao microbiana que permite a degradacgao de nitrogénio toxico.

Xu et al. (2013) demonstraram que em solos acidos de florestas subtropicais
a fonte principal de N,O é a desnitrificacéo aerdbia, o que sugere que tal
via ndo deveria ser negligenciada na quantificacdo deste gas. Algumas das
bactérias capazes de realizar o processo de desnitrificacdo sob condicdes
aerbbias foram identificadas como Mesorhizobium sp. (OKADA et al., 2005),
Paracoccus denitrificans ATCC 35512 (SU et al., 2004), Burkholderia cepacia
(MATSUZAKA et al., 2003), Klebsiella pneumonia CF-S9 (PADHI et al., 2013),
entre outras. Esses microrganismos sao encontrados em ambientes diversos,
0 que demonstra que a desnitrificacdo aerobia € uma variante representada
por varias bactérias desnitrificadoras, ndo sendo, portanto, considerada rara
excecao.
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Nitrogénio

A aplicacédo de fertilizantes nitrogenados estimula a desnitrificagédo, por
aumentar o conteudo de NO, no solo. A razéo N,O/N, aumenta com a maior
abundancia deste anion no solo, uma vez que ele € preferivel ao N,O como
aceptor de elétrons (SCHLEGEL, 1992 citado por WRAGE et al., 2001).

Carbono solivel e prontamente decomponivel

Materiais organicos como residuos de plantas, exsudatos de raizes,
estercos ou matéria organica nativa do solo sdo fontes de carbono e
energia para os organismos desnitrificadores heterotréficos. O processo
de desnitrificagdo do solo, portanto, aumenta com o maior contetido de
C organico, especialmente o C solivel em agua (HENRY et al., 2008).
Entretanto, ndo esta claro se os efeitos de diferentes fontes de C neste
processo sdo predominantemente bioquimicos, ou se atuam, indiretamente,
alterando a composicao da comunidade bacteriana (MILLER et al., 2008).

pH

O pH é um importante fator que controla o processo de desnitrificagéo,
em decorréncia da sensibilidade das enzimas envolvidas a acidez do solo
(SAGGAR et al., 2013). Nesta condicéo, a redugdo da atividade da redutase
do éxido nitroso aumenta a relagédo N,O/N, emitidos do solo. O pH também
afeta a estrutura da comunidade e a proporgéo de grupos de microrganismos
envolvidos na produgéo de N,O.

Metais pesados

Os efeitos de metais pesados na desnitrificagdo sdo menos estudados do
que os efeitos sobre os outros processos do ciclo do N, talvez porque a sua
inibicdo ndo traria maiores problemas, quando analisada do ponto de vista
agrondmico. No entanto, os diferentes passos na redugdo do nitrato a N,
parecem diferir na sua tolerancia a metais pesados, o que poderia agravar as
conseqguéncias ecoldgicas da poluicdo do solo. Ainibicdo seletiva da redutase
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do éxido nitroso, por exemplo, poderia aumentar a emissao desse gas para a
atmosfera. Segundo alguns autores, a redugdo do N,O é mais afetada pelos
metais pesados do que a sua producdo (HOLTAN-HARTWIG et al., 2002).
Por outro lado, sabe-se que o cobre (Cu) tem um papel critico na emissdo de
N,O, uma vez que € requerido pela enzima redutase do 0xido nitroso.

Temperatura

A temperatura é um importante fator controlador da atividade microbiana
no solo e, portanto, tem um efeito pronunciado nas emissdes de N,O. Ele
afeta a atividade dos desnitrificadores por meio de sua agéo nas taxas de
evaporacdo e consequente mudanca do espago poroso preenchido com
agua (AGUILERA et al., 2013).

Tabela 6. Resultados relativos aos fatores que podem afetar o processo de
desnitrificagéo.

Resultados obtidos Referéncia

Observada forte influéncia da abundancia e da atividade = Chronakova et al. (2009)
de microrganismos envolvidos na desnitrificacdo, em
solo de pastagem usado para hibernag¢édo do gado.

As fortes relagbes encontradas entre as emissdes  Toma et al. (2010)
mensais de CO, e N,O sugerem que a producdo de

N,O pela desnitrificacdo é fortemente afetada pela

decomposicédo da matéria organica do solo.

Aumento da disponibilidade de N, por meio da fertilizagdo,  Gelfand et al. (2015)
somente ocasionard um aumento da emissdo de

N,O, quando houver um concomitante aumento na

disponibilidade de agua no solo. A magnitude deste

aumento esta associada a disponibilidade de C.

Variacdo de pH do solo, dentro de uma estreita faixa  Russenes et al. (2016)
(5,4 - 5,9), teve um efeito consideravel na emissdo de

N,O, quando o processo de desnitrificagdo foi a fonte

dominante deste gés.

Métodos moleculares tém sido utilizados no estudo da composicéo,
diversidade e abundancia da comunidade de microrganismos desnitrificadores,
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amplificando-se genes funcionais envolvidos neste processo. Estes genes
incluem: napA e narG (redutase do nitrato), nirS e nirK (redutase do nitrito),
gnorB e cnorB (redutase do Oxido nitrico) e nosZ (redutase do o6xido
nitroso). Nem toda bactéria com capacidade para conduzir o processo
de desnitrificagdo contém todos os genes necessarios para que o N, seja
produzido. Estimativa feita por Jones et al. (2008) demonstra que um terco
dos genomas contendo os genes nirK/nirS e norB nao contém o gene nosZ
requerido para produzir N,. Em decorréncia da pobre cobertura dos primers,
a analise das comunidades redutoras do nitrato no solo é, geralmente,
subestimada (GREEN et al., 2010). Ademais, muitos organismos que
contém genes da redugao do nitrato e do nitrito ndo sdo necessariamente
desnitrificadores (GILES et al., 2012).

6.1. Desnitrificacdo fungica

A desnitrificagdo fungica foi relatada por Shoun e Tanimoto (1991)
em Fusarium oxysporum e, mais tarde, em outros fungos, tais como
Cylindrocarpon tonkinense, Gibberella fujikuroii e Trichosporon cutaneum
(SHOUN et al., 1992). Existem relatos que os fungos ectomicorrizicos,
Paxillus involutus e Tylospora fibrillosa sdo também capazes de produzir
N,O (PRENDERGAST-MILLER et al., 2011). Segundo Cheng et al. (2015)
€ possivel que a desnitrificagdo por fungos ocorra, principalmente, em solos
acidos.

Pelo menos 119 espécies fungicas, representando cerca de 60 géneros,
possuem a capacidade de produzir N,O. Noventa porcento dos fungos que
produzem N,O pertencem ao filo Ascomycota, seguido pelos Basidiomycota
e Zygomycota. Fungos representativos dos Ascomycota incluem Alternaria
alternata, Botrytis cinerea e espécies de Aspergillus, Fusarium, Penicillium e
Trichoderma (MOTHAPO et al., 2015)

A atividade de desnitrificagdo em fungos requer uma quantidade minima
de O, para ser induzida. O processo ocorre na mitocondria onde funciona
como respiracdo anaerdbia, do mesmo modo como ocorre o processo de
desnitrificagdo em bactérias. Na maioria dos casos, o principal produto da
desnitrificagéo fungica € o N,O (MAEDA et al., 2015), uma vez que a maioria
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destes microrganismos ndo possuem o gene responsavel pela codificacéo
da enzima redutase do éxido nitroso (TAKAYA, 2009). Além disto, a redutase
dissimilatoria do NO,” (NAR), que catalisa a redugéo do NO, para NO,, é
incomum nos fungos, o que faz com que grande parte destes microrganismos
iniciem o processo da desnitrificagdo com a redugéo do NO, (ZHOU et al., 2001).

Experimentos utilizando antibiéticos que inibem a atividade fungica
demonstraram acentuado decréscimo na emisséo de N,O, o que confirma
a importancia daqueles microrganismos na emissao deste gas (MACLAIN;
MARTENS, 2006). Em solos de floresta, pastagem e em regiées semiaridas,
acredita-se que o processo de desnitrificagao seja conduzido, principalmente,
pelos fungos. Segundo Wei et al. (2014), as emisstes de N,O de solos
agricolas que receberam aplicacdo superficial de fertilizantes orgéanicos
granulares foram atribuidas, principalmente, a desnitrificagdo fuangica. Em
alguns solos, Herold et al. (2012) demonstraram que a atividade dos fungos
neste processo foi sempre menor que a atividade das bactérias. Apesar
destes resultados a contribuicdo dos fungos no processo de desnitrificagao
e consequente produgdo do N,O em areas cultivadas ainda n&o esta clara.

6.2. Desnitrificacao por arqueia

O papel das arqueias na conducéo do processo de desnitrificagédo ainda é
pouco conhecido, embora ja tenha sido constatado que estes microrganismos
séo capazes de reduzir nitrato via nitrito e N,O, para N,. Poucos genes e
enzimas envolvidos na desnitrificagdo por estes microrganismos foram
investigados (KRAFT et al.,, 2011). Entretanto, sabe-se que as arqueias
diferem das bactérias na organizacio dos genes e na estrutura e regulacdo
das enzimas responséveis pela desnitrificagdo (PHILIPPOT, 2002).

6.3. Processo de desnitrificacao por nitrificadores (DN)

A produgdo de Oxido nitroso no solo é resultante de transformagdes
microbianas de compostos nitrogenados pelos processos de nitrificagéo
e desnitrificagdo. No Ultimo processo, o Oxido nitroso é produzido pelos
desnitrificadores como um intermediario e, as vezes, produto final da reducéo
do nitrato. Na nitrificacdo, o éxido nitroso é produzido como um subproduto
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da oxidacdo da amédnia. Neste Ultimo processo, o intermediario instavel
(NOH) formado durante a oxidag&o do NH,OH para NO," é espontaneamente
decomposto para 6xido nitroso (N,O). Na DN, o N,O é um intermediario da
redug&o do nitrito para N, (Figura 14) (WRAGE et al., 2001). ADN ¢, portanto,
uma via da nitrificagao e deveria ser rotineiramente considerada, quando se
avaliam as fontes de emiss&o de N,O do solo (KOOL et al., 2011).

Desnitrificacdo

Desnitrificagéo
por nitrificadores

:
@
t t
(0] o

t t

[

Nitrificacao

Figura 14. Processo de desnitrificagédo por nitrificadores.

As sequéncias de reagdes da DN sdo conduzidas somente por um grupo
de microrganismos denominados oxidadores autotrdficos da NH,. Assim, a
DN contrasta com o processo conjunto de nitrificagdo/desnitrificacéo, em
que diferentes grupos de microrganismos podem, juntos, transformar NH, no
produto final, N,. Acredita-se que as enzimas requeridas pelos organismos que
conduzem a DN sejam essencialmente as mesmas da oxidagdo da aménia
e da desnitrificagdo. No entanto, muito pouco é conhecido sobre a DN, em
parte, devido a auséncia de um método adequado para sua determinacao e,
também, em decorréncia das diferentes designagdes atribuidas a esta via.
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6.4. Codesnitrificacao

A codesnitrificagéo refere-se a produgdo de N,O e N, durante o processo
convencional da desnitrificagdo, quando alguns compostos nitrogenados (p.
ex. aminas, denominados de cosubstrato) s&o supridos, em adi¢do ao NO,,
ao NO, e ao NO (SPOTT et al., 2011). A variedade de compostos que pode
ser usada como cossubstrato é grande, mas ainda existem duvidas sobre
quais deles seriam realmente ativos neste processo.

Varios microrganismos conduzem o processo da codesnitrificacéo e, entre
eles, estdo incluidas espécies pertencentes aos Dominios Bacteria, Archaea
e Eucarya. Fungos como Fusarium solani e Cylindrocarpon tonkinense
séo capazes de emitir N, como produto da codesnitrificagdo, quando ha
disponibilidade de aminoacidos (SHOUN et al., 1992). Ainda nao esta claro
se o produto final da codesnitrificagéo (N, ou N,O) depende das espécies de
microrganismos, que catalizam o processo, ou do tipo de cossubstrato (SU
et al., 2004).

Embora a ocorréncia da codesnitrificacdo ja tenha sido demonstrada
em solos sob pastagem, a sua importancia em outros ecossistemas ainda
néo esta clara (LAUGHLIN; STEVENS, 2002). Segundo Selbie et al. (2015),
naqueles solos, a codesnitrificagéo é responsavel por grandes perdas de N,,
em detrimento do N,O.

6.5. Quimiodesnitrificacao

A quimiodesnitrificagdo € a decomposicido quimica de intermediarios da
oxidag&o do NH,* para NO,, ou do proprio NO,, por reagdes com compostos
organicos ou inorganicos (p. ex. Fe*2 ou Cu*2). E uma reagdo ndo enzimatica
que ocorre, geralmente, em condicdes de acidez. Sob tais condicdes, o
principal produto € o NO, embora o N,O também seja produzido (CHALK;
SMITH, 1983).

Embora exista um consenso da comunidade cientifica sobre a existéncia
da formacao abidtica de gases tragos de nitrogénio, pouco é conhecido sobre
a magnitude deste processo no ciclo global de N do solo. Isso poderia levar
a uma superestimacgao dos processos biolégicos responsaveis pela emissao
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daqueles gases, quando quantificados sob diferentes condicdes climaticas e
edéficas (HEIL et al., 2016).

7. Reducao dissimilatoria de nitrato para aménio

A reducéo dissimilatdria de nitrato para aménio (RDNA), ou amonificacdo
do nitrato, € uma das vias menos conhecidas do ciclo do N e, frequentemente,
ignorada nos balancos desse elemento no solo (RUTTING et al., 2011).
Neste processo, o nitrato é utilizado pelos microrganismos como receptor de
elétrons quando a disponibilidade de O, é baixa e fontes de C s&o utilizadas
como doadoras de elétrons. Na primeira etapa da RDNA o nitrato é reduzido
para nitrito e, em sequéncia, para NH,*. Com a formagé&o desse cétion, por
meio daquele processo, pode-se incrementar a retencdo de N no solo, com
reflexos na eficiéncia de uso do N pelas plantas (TEMPLER et al., 2008).

Existem relatos de que a RDNA produz N,O, como subproduto, com o
aumento do pH, possivelmente como um mecanismo para reduzir o NO,,
que é prejudicial a muitos microrganismos e que tende a acumular em
condigbes mais basicas. A desnitrificacdo e a RDNA s&o 0s Unicos processos
microbioldgicos do solo capazes de remover NO, e produzir N,O (Figura 15).
Entretanto, as condigbes que favorecem um ou outro processo ainda tém que
ser determinadas (KRAFT et al., 2014).

NH,* ou NH, NH,OH NO, NO, m
I @ |

Figura 15. Processos de produgédo de N,O no solo. 1- redugdo dissimilatério do
nitrato para amoénia; 2- nitrificagdo autotréfica; 3- desnitrificagdo por nitrificadores; 4-
desnitrificagdo; 5- nitrificagcdo heterotréfica.
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A RDNA ¢ conduzida por varias bactérias do solo como anaerébios
obrigatérios (Clostridium), anaerébios facultativos (Enterobacter, Klebsiella,
Citrobacter, Erwinia, Bacillus) e aerdbios (Pseudomonas, Arthrobacter),
incluindo varias espécies de rizébio (POLCYN, PODESZWA, 2009). Estirpes
do género Arthrobacter, que s&o abundantes no solo e consideradas bactérias
aerobias obrigatorias, sdo capazes de realizar a RDNA, quando incubadas
anaerobicamente (ESCHBACH et al., 2003). Segundo Mohan e Cole (2007)
ndo existem bactérias capazes de realizar tanto a desnitrificagcdo como a
RDNA. Entretanto, Behrendt et al. (2010) demonstraram que espécies de
Paenibacillus, além de conduzir o processo da RDNA, também conduzem os
processos de nitrificagdo heterotréfica e de desnitrificacédo. A RDNA é também
conduzida por fungos (ZHOU et al., 2001). Alguns destes microrganismos
realizam um processo denominado ‘fermentagdo do aménio™ (ZHOU et al.,
2001). O processo consiste na redugdo do nitrato para amoénio, acoplado
a oxidacdo catabolica de doadores de elétrons (etanol) para acetato,
gerando ATP. A energia produzida é utilizada para manter o crescimento dos
microrganismos sob condi¢des anaerdbias. Nesta reagéo, o nitrato atuara
como aceptor terminal de elétrons para a fermentagdo, mas néo para a
respiracdo anaerobia.

A presenga de plantas diferentes altera a atividade e a abundancia de
microrganismos redutores dissimilatérios do nitrato, em consequéncia da
disponibilidade diferenciada de exsudatos de raizes e de oxigénio (PHILIPPOT
et al.,, 2009). A decomposicdo destes compostos por microrganismos
heterotroficos estimula a redugéo do NO,, uma vez que induzem condigoes
de anaerobiose. Porém, poucos estudos tém investigado o efeito daqueles
compostos sobre a RDNA. Algumas informacdes sao disponiveis para plantas
de zonas Umidas, mas os resultados ndo sao conclusivos (MATHESON et al.,
2002). Existe também evidéncias de ocorréncia significativa da RDNA em
solos de floresta (RUTTING et al., 2008) e em arrozais (YIN et al., 2002), ap6s
a adi¢ao da glicose (WAN et al., 2009). Em solos agricolas, Inselsbacher
et al. (2010) ndo encontraram forte contribuicdo daquele processo, sob
as condicdes estudadas. Essa descoberta demonstra a necessidade de
reavaliagdo das condi¢des sob as quais a RDNA ocorre.
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8. Fixacao bioldgica do nitrogénio

A fixagao bioldgica do nitrogénio (FBN) é um processo enzimatico em que
o N, é reduzido a NH, pela agdo de microrganismos de vida livre, associados
as plantas ou simbiontes. Evolutivamente, acredita-se que a FBN tenha se
desenvolvido quando as reservas geoquimicas de nitrogénio se tornaram
escassas na biosfera. O esgotamento dos 6xidos de nitrogénio (nitratos e
nitritos) pelos organismos teria, provavelmente, limitado seus crescimentos e
ocasionado uma pressao seletiva, que favoreceu o aparecimento da diazotrofia
(LEMOS, 2011). Este termo refere-se a microrganismos diazotréficos, ou
seja, organismos com capacidade de fixar o N,.

Apesar de a atmosfera ser composta de 78 % de gas dinitrogénio (N,)
organismos eucariotos, como plantas e animais, ndo conseguem utilizar este
elemento diretamente. O problema basico para a fixagdo do nitrogénio é a
presenga da ligacéo tripla (N=N), que torna este gas extremamente estavel a
temperatura ambiente. O rompimento desta tripla ligagao por microrganismos
requer a enzima nitrogenase (Figura 16). Os genes que codificam para esta
enzima sdo amplamente encontrados no Dominio Bacteria e mesmo no
Dominio Archaea (MARTINEZ-ROMERO, 2006).

N, + 8e+8H"+16ATP 2NH,+H,+16ADP+16Pi

Figura 16. Esquema da acao da nitrogenase.

S&o conhecidos trés tipos de nitrogenase: uma que possui molibdénio
(Mo, nitrogenase-1) e ferro (Fe), outro em que o vanadio (V) substitui o
Mo (nitrogenase-2), em condi¢des onde a concentragéo desse elemento &
baixa, e, uma terceira, que ndo parece conter nem molibdénio nem vanadio.
A enzima nitrogenase € extremamente sensivel ao oxigénio, uma vez que
esta molécula pode reagir com o componente Fe das proteinas. As bactérias
Azotobacter spp., um diazotréfico aerébio do solo (MARTINEZ-ROMERO,
2006) e Rhodopseudomonas palustris, uma bactéria fotossintetizante
(LARIMER et al., 2004) apresentam os trés tipos de nitrogenase, o que é
uma vantagem quando o Mo é limitante nos solos (BELLENGER et al., 2011).
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A protecéo da nitrogenase da molécula de O, ndo € um problema para
as bactérias anaerdbias, mas poderia se tornar um grande obstaculo para
espécies aerdbias, tais como cianobactérias, bactérias aerébicas de vida livre
(Azotobacter e Beijerinckia) e para as bactérias que fixamoN,emsimbiose com
leguminosas. Entretanto, estes microrganismos possuem formas de evitar o
contato do O, com a enzima nitrogenase. Nas espécies de Azotobacter, o seu
elevado metabolismo respiratério mantém baixos os niveis de O, nas células.
Outras bactérias sdo capazes de produzir polissacarideos extracelulares,
que limitam a difus&o de O, para o interior das células. Nas cianobactérias, a
fixagao do nitrogénio ocorre em células especiais denominadas heterocistos,
que possuem somente o fotossistema | (usado para gerar ATP pelas reacdes
mediadas pela luz) e ndo geram oxigénio. Na associagdo simbidtica com
leguminosas, a fixagdo do N, ocorre em estruturas denominadas noédulos.
Apéds a formagéo destes, diversas proteinas séo sintetizadas e uma delas, a
leghemoglobina, controla o suprimento de oxigénio para os tecidos nodulares.

Os microrganismos fixadores de N, podem existir como organismos de
vida livre e em associacbes com diferentes graus de complexidade com as
plantas. Estes microrganismos podem ser divididos em:

1. Fixadores ndo-simbiéticos ou de vida livre;

2. Fixadores associativos, que formam uma relagdo casual e pobremente
estruturada com raizes ou porgdes aéreas das plantas; e

3. Fixadores simbioticos que fixam o N, em associagdes organizadas com
plantas superiores.

8.1. Fixacao simbiodtica do nitrogénio em leguminosas

A fixag&do biologica do N, (FBN) em leguminosas € um processo chave
para a sustentabilidade agricola devido ao seu reduzido impacto no ambiente,
em relagdo a utilizagdo de fertilizantes nitrogenados. Estes fertilizantes
sdo produzidos por meio da sintese quimica da aménia, que gera grandes
quantidades de CO,, que € um gas de efeito estufa.

Afixagao biolégica do nitrogénio em plantas da familia Leguminosae ocorre
pela associacdo simbidtica com bactérias coletivamente conhecidas como
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rizébio, que interagem com as raizes para formar estruturas especializadas
denominadas nédulos. Nos nddulos, o rizébio na forma pleiomérfica (bacteroide)
fixa o N, atmosférico e o converte para uma forma combinada, a amoénia,
que pode ser utilizada pela planta hospedeira. Essa reagdo é endergbnica e
para que ela ocorra € necessério o fornecimento de energia armazenada na
forma de ATP (HOFFMANN, 2007). A planta fornece aos rizébios fontes de
carbono e ambiente favoravel a fixagdo do N,. As taxas de fixagéo de N, variam
com o hospedeiro, com o microssimbionte e com as condi¢des ambientais.
Leguminosas de gréos fixam de 25 a 200 kg N ha™ por ciclo de crescimento
e suprem de 40 a 100 % das necessidades de N da planta.

8.1.1. Processo de infeccao

Aformacao do nédulo é resultante de um processo complexo, que envolve
varios estagios. Primeiramente, ocorre uma intensa troca de sinais entre as
bactérias e as plantas hospedeiras, que inicia com a exsuda¢éo de compostos
flavonoides e isoflavonoides pelas raizes (Tabela 7). As bactérias respondem
a esses sinais desencadeando a expressdo coordenada de uma série de
genes da nodulagédo — nod/nolinoe, necessérios a sintese e secreg¢ao de
lipoquitooligossacarideos, denominados fatores Nod. Estes genes, quando
ativados, induzem a bactéria a produzir outras moléculas, que ativardo
genes da planta hospedeira, responséveis pela continuidade do processo de
infecgéo, até a formagao dos nddulos. Os flavonoides sdo continuamente
liberados na rizosfera, mas a sua concentracdo e os varios tipos aumentam
na presenca da bactéria simbidtica compativel. Estes compostos podem
ser simultaneamente indutores de uma espécie de rizébio e repressores de
outras (BEGUM et al., 2001).

Tabela 7. Exemplos de indutores de genes da nodulagdo e as leguminosas que 0s
produzem.

Composto Leguminosa Espécie de rizébio Citacao
Daidzeina Glycine max Bradyrhizobium japonicum Kosslak et al. (1987)
Genisteina Glycine max Bradyrhizobium japonicum Kosslak et al. (1987)

Sinorhizobium fredii

Continua...
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Tabela 7. Continuagéo.

Composto Leguminosa Espécie de rizobio Citacao
Estaquidrina Alfafa Phillips et al. (1992)
Trigonelina Alfafa Phillips et al. (1992)
Naringenina Phaseolus vulgaris  Rhizobium tropici Rhijnet et al. (1994)
Rhizobium etli
Daidzeina Phaseolus vulgaris  Rhizobium etli Bolanos-Vasquez e
’ Rhizobium tropici Werner (1997)
Acido eritrénico  Lupinus albus Gagnon e lbrahim (1998)
Acido tetrénico  Lupinus albus Gagnon e Ibrahim (1998)
Naringenina Pisum sativum Rhizobium leguminosarum Begum et al. (2001)
bv. viceae
Hesperetina Pisum sativum Rhizobium leguminosarum Begum et al. (2001)
bv. viceae
Luteolina Medicago sativa Sinorhizobium meliloti Peck et al. (2006)
Apigenina Crotalaria Methylobacterium Reniera et al. (2008)
podocarpa nodulans
Genisteina Phaseolus vulgaris Napoles et al. (2009)

As etapas do processo de infeccdo e desenvolvimento dos ndédulos
radiculares séo listadas abaixo.

a. As bactérias enviam sinais quimicos para a planta por meio dos
produtos dos ‘fatores Nod’, provocando o encurvamento do pelo
radicular, o inicio da divisdo celular no cértex da raiz e a inducéo do
meristema do nodulo.

b. Apo6s a adesao das bactérias aos pelos radiculares, ocorre a dissolugdo
da parede celular, permitindo a entrada das bactérias nas raizes.

c. Esse processo da inicio a formagao de um cordao de infecgcao, que se
desenvolve e se estende até o cortex da raiz, transportando a bactéria
para o meristema do nédulo. Entretanto, em decorréncia da diversidade
de espécies de leguminosas, ndo é adequado fazer generalizagdes
quanto ao processo de infecgdo (nem sempre é através do cordao
de infecgdo) e as formas e modos de desenvolvimentos dos nddulos.

d. Os rizébios se transformam em bacteroides e ndo se dividem
mais. Tal transformacéo foi descrita por Beijerinck (1888), como a
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transformacéao bacteriana da forma arredondada para células em forma
de Y. Os bacteroides sdo rodeados por uma membrana denominada
peribacteroide, formando uma estrutura denominada simbiossomo. A
fixagdo do nitrogénio inicia-se ap6s a formagao dos bacteroides.

e. Durante o processo de estabelecimento da simbiose, a planta também
expressa proteinas especificas do nédulo que se chamam nodulinas.
Entre elas, pode-se citar aleghemoglobina, que, como dito anteriormente,
tem a fungéo de proteger a nitrogenase dos efeitos danosos do oxigénio.
Ela se localiza no citosol das células da planta infectada pelos bacteroides
e confere uma coloragao résea aos nddulos funcionais (Figura 17). Apos
a senescéncia desta proteina, os nddulos tornam-se esverdeados.
Nodulos ineficientes na fixagédo do N, apresentam coloragéo interna
branca ou esverdeada desde a sua formacéao.

f.  Quando os nddulos se deterioram, as bactérias passam ao solo. Embora
os bacteroides percam a capacidade de divisdo, algumas bactérias que
permaneceram em fase latente dentro dos nédulos, proliferam no solo
utilizando como nutrientes os produtos dos nédulos em decomposicao.
Deste modo, as bactérias podem iniciar o processo de infeccdo em
outras raizes ou manter-se em estado livre no solo.

Foto: leda de Carvalho Mendes

Figura 17. Nodulos apresentando a coloragido avermelhada decorrente da presenca da
leghemoglobina.
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Em geral, os nédulos dividem-se em dois tipos: determinados e
indeterminados (Figura 18). Os nddulos indeterminados possuem forma
cilindrica em decorréncia da manutencdo do meristema apical ativo, que
produz novas células para crescimento ao longo da vida do nédulo, como,
por exemplo, em alfafa. A aménia produzida pelos bacteroides é exportada
para a célula hospedeira e convertida via glutamina, glutamato e aspartato
para asparagina, que € transportada para a parte aérea. A equacdo geral
pode ser assim descrita:

2NH, + 3ATP + oxaloacetato L-asparagina + AMP + 2ADP +2Pi + NAD + PPi
(Equacao 15)

|
0
0
a
b
c
d

e

¢ -

Figura 18. (A), n6dulo de crescimento indeterminado. (B), nédulo de crescimento
determinado. (I), meristema nodular; (Il), zona infectada; (Ill), zona infectada
senescente; (a), cortex externo; (b), endoderme; (c), cértex interno; (d) feixes
vasculares do nodulo; (e), feixes vasculares da raiz; (f), epiderme da raiz.

Fonte: adaptado de Moreira e Siqueira (2006).

Os nodulos determinados ndo possuem meristema persistente e
apresentam forma arredondada, como por exemplo, os de feijdo e soja.
Embora a glutamina e a asparagina sejam produzidas, elas sédo utilizadas
para sintetizar purina, tal como a xantina. Esta € convertida pelas células
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vizinhas nao infectadas para ureideos, alantoina e acido alantoico, que sdo
transportados para a parte aérea das plantas.

As espécies e estirpes de rizdbios variam na amplitude de hospedeiros
com os quais eles podem formar ndédulos. Esta amplitude pode ser estreita,
como no caso do Sinorhizobium meliloti, que nodula Medicago e os géneros
relacionados, Melilotus e Trigonella, ou amplo, como no caso do Rhizobium
sp. NGR234 (renomeada Sinorhizobium sp. NGR234), que é capaz de
formar nédulos com espécies de 112 géneros de plantas, incluindo a néo
leguminosa, Parasponia. Dependendo da leguminosa, um unico ndédulo pode
conter vérias estirpes de rizobio, mas na maioria das vezes apenas uma
estirpe € encontrada (MARTINEZ-ROMERO, 2003). Entretanto, € também
comum encontrar em uma Unica raiz vérios nddulos, cada um contendo
estirpes diferentes (BROMFIELD et al., 2001).

8.1.2. Influéncia de fatores edafoclimaticos na nodulacao e fixacao
simbiética do N, em leguminosas

Em geral, os fatores que limitam o crescimento da planta também limitam
a fixagdo simbidtica do N,, tanto por efeitos diretos sobre a formagéo e
funcdo dos nodulos, como pela diminuicdo da capacidade da planta em suprir
nutrientes para os nédulos. Portanto, uma estirpe de rizdbio persistente e
competitiva podera ndo expressar a sua total capacidade para fixar nitrogénio
se determinados fatores, edaficos ou climaticos, impuserem limitagdes sobre
o vigor da planta hospedeira. Abaixo séo descritos alguns fatores que afetam
a fixagéo do N, em leguminosas.

Nitrogénio

Quando a concentragdo de N mineral no solo excede um determinado
valor minimo, que é variavel entre culturas, ha um efeito negativo na adeséo
das bactérias as raizes, no processo de infecgédo e desenvolvimento nodular
e na atividade da nitrogenase. Em razdo desse efeito adverso, a fertilizagao
nitrogenada nao é, usualmente, recomendada para as leguminosas que
podem fixar o N, atmosférico. Em alguns casos, porém, a aplicagéo de uma
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pequena dose de N no plantio pode estimular a FBN, dependendo da espécie
de planta e das condig6es de crescimento (GAN et al., 2004).

Fosforo

O P é utilizado em varios processos bioquimicos e moleculares da planta,
particularmente na aquisigao, armazenamento e utilizagao de energia. Teores
insuficientes no solo limitam a FBN, com reflexo na redugédo do nimero e da
biomassa dos nédulos, bem como na diminuicdo da atividade da nitrogenase
(SULIEMAN; TRAN, 2015).

Molibdénio

O molibdénio é componente de dois tipos de nitrogenases essenciais
a fixagdo biologica do N, nos nédulos radiculares. Almeida et al. (2013)
relataram que sementes de feijao enriquecidas com alta concentragao de Mo
aumentaram a atividade da nitrogenase no estagio vegetativo, em plantas
inoculadas com rizébio. Do mesmo modo, Vieira et al (1998) obtiveram maior
atividade da nitrogenase em plantas de feijao que foram fertilizadas com Mo
(Tabela 8).

Tabela 8. Efeito da aplicagdo do Mo na atividade da nitrogenase em Phaseolus
vulgaris L. cultivado em solo de alta fertilidade.

Molibdénio (g ha)

N no plantio

(kg ha) pr?moles & H, hr plan:'aq1 Significancia do Mo
0 2,94 8,28 *

20 1,91 3,57 .
Significancia do N ns *

ns e * - N&o significativo e significativo a 5 % de probabilidade, pelo teste de Duncan.
Vieira et al. (1998).
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Cobalto

O cobalto (Co) € um elemento essencial aos microrganismos fixadores de
N,, umavez que ele € necessario para a sintese da cobalamina (vitamina B12),
que participa das reagdes metabdlicas para a biossintese da leghemoglobina
(CERETTA et al., 2005). Na tabela 9 sdo apresentados alguns resultados de
pesquisas sobre os efeitos do Co e do Mo na fixagdo de N, atmosférico.

Niquel

O niquel € um micronutriente para as plantas, por ser componente
estrutural das enzimas urease e hidrogenase, que desempenham fungéo no
metabolismo do nitrogénio nas plantas leguminosas. Segundo Franco (2015),
a aplicacdo de doses baixas de Ni (45 e 90 mg kg™) via semente proporciona
aumento de massa seca de parte aérea, de massa seca de nddulos e da
producdo de graos de soja.

Acidez

Em solos &cidos a fixagéo do N, pode ser reduzida em consequéncia do
efeito direto da concentragdo de ions H*, pela presenca de niveis toxicos
de aluminio e manganés ou, ainda, pela deficiéncia de calcio, fosforo ou
molibdénio. A acidez pode diminuir o nimero de rizébios no solo e limitar a
ligagcdo das bactérias aos pelos radiculares.

Tabela 9. Resultados da fixagdo simbidtica de N, em cultivos de feijao e soja que
receberam adubacgdo molibdica e de cobalto.

Local Resultados Referéncias

Parana A adicdo de Mo nos solos LRe e LEa Campo e Lantmann (1998)
cultivados com soja por mais de oito
anos aumentou a eficiéncia de fixagao
biolégica do N, e a produtividade da
soja; 0 solo LRd ndo respondeu a
adigao desse nutriente.

Continua...
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Tabela 9. Continuagéo.

Local Resultados Referéncias

Ponta Grossa, PR A aplicacdo de Mo e, ou Co na Marcondes e Caires (2005)
semente de soja ndo alterou
a nodulagdo e a eficiéncia do
processo biolégico de fixagdo de N,
avaliada pela absorgéo de N e pela
concentragéo de N nas folhas e nos
gréaos.

Botucatu, SP A nodulacdo em soja é afetada Toledo et al. (2010)
pela dose e via de aplicacdo de
molibdénio, sendo que maior nimero
e massa de nbdulos foram obtidos
com a aplicagdo do micronutriente
via semente.

Maracaju, MS O Mo proporcionou incrementos na Gelain et al. (2011)
produtividade e no teor de proteinas
dos gréos de soja.

Paulinia, SP Respostas positivas ao Mo e ao Dourado Neto et al. (2012)
Co foram observadas no numero
de ndédulos, vagens e graos, com
aumentos de até 240 kg ha' no
rendimento da soja.

Temperatura

A temperatura influencia a sobrevivéncia do rizébio no solo, o
desenvolvimento dos nédulos € o periodo de tempo em que eles permanecem
ativos. As temperaturas 6timas para nodulacéo e fixagdo de nitrogénio variam
de acordo com as espécies de rizdbio, mas ficam dentro de uma estreita faixa
na vizinhanga dos 30°C.

Baixa umidade no solo

A fixagdo do N, em leguminosas ¢ altamente sensivel a deficiéncia de
agua no solo. A resposta do processo simbidtico ao estresse de umidade
depende do estagio de crescimento da planta. Em geral, ele é mais prejudicial
a nodulagéo e fixagdo do N,, quando ocorre durante o crescimento vegetativo
do hospedeiro.
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8.1.3. Selecao de estirpes eficientes de rizobio

A recomendacéo de estirpes para uso como inoculante microbiano de
interesse agricola depende de uma anélise técnica da eficiéncia agronémica
dessas bactérias. Como o processo simbiético pode ser afetado por varias
condicdes edafoclimaticas, as estirpes devem ser adaptadas as condigcbes
regionais onde elas seréo utilizadas. A Figura 19 mostra de forma resumida
as etapas do processo de selecéo de estirpes eficientes de rizébio.

Foto: Mariangela Hungria

Figura 19. Fases para selegéo de estirpes de rizébio. (1) Isolamento de rizébios de
nédulos, em placa de Petri, com meio de cultura apropriado. (2) Teste da eficiéncia
simbidtica das bactérias em casa de vegetagdo. (3) Teste de eficiéncia simbidtica, a
campo, sob diferentes condigdes edafoclimaticas (4) Nodulos de soja.

Fonte: (Hungria et al., 2007).

Para a inoculagéo da soja sdo recomendadas quatro estirpes de rizébio:
duas da espécie Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019), uma
da espécie Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079 ou CPAC 15) e outra da
espécie B. diazoefficiens (SEMIA 5080 ou CPAC 7), anteriormente também
nomeada B. japonicum (DELAMUTA et al., 2013). As combinac¢des mais
utilizadas tém sido a SEMIA 587 + SEMIA 5019, em areas ja cultivadas
no sul do Pais, e a SEMIA 5079 + SEMIA 5080, nos Cerrados (HUNGRIA
et al., 2007). A utilizagcao das estirpes de rizdbio na soja supre totalmente
a demanda da planta em nitrogénio, o que faz com que o Brasil seja
considerado um pais modelo na aplicacdo dos beneficios provenientes da
fixagao biologica de N, (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Nodulacdo inicial das raizes: (A) parcial ou ‘fraca’ e (B) bem sucedida.
A nodulagdo primaria parcial pode ser atribuida a falta de rizébios fisiologicamente
aptos a infectar as raizes naquele momento, bem como a fatores limitantes da planta
hospedeira e do ambiente.

Fonte: Hungria et al. (2007).

Foto: leda de Carvalho Mendes

Figura 21. Soja inoculada e n&do inoculada com rizébio.
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«O inoculante consiste de uma cultura de rizébio previamente selecionada, misturada a um veiculo,
normalmente a turfa.

« Os inoculantes turfosos séo vendidos no Brasil desde a década de 1950.

» Mais de 95 % do mercado de inoculantes para leguminosas na América do Sul sdo destinados a cultura
da soja (HUNGRIA, 2011a).

« No Brasil, sdo produzidos mais de 27 milhdes de doses de inoculantes de soja, incluindo os exportados
para alguns paises da América do Sul e da Africa.

« A inoculacdo da soja com rizébio € responsavel por uma economia estimada em mais de 20 bilhdes de
reais por ano, que deixam de ser gastos com fertilizantes nitrogenados.

« A analise dos resultados de pesquisas de selegédo, recomendacao de estirpes e controle de qualidade dos
inoculantes é feita pela Relare (Rede de Laboratérios para Recomendagao, Padronizagdo e Difusao de
Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola). Ela é formada por um grupo de instituicdes
de pesquisa e empresas produtoras de inoculantes. O Mapa (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Desenvolvimento) legaliza e rege a legislagdo para a produgédo de inoculantes comerciais, em ambito
federal.

Para o feijoeiro as estirpes de rizébio recomendadas para inoculantes
comerciais contém duas estirpes: R. tropici (CIAT 899, SEMIA 4077 e 4088)
(Figura 22) e Rhizobium freirei (PRF 81, SEMIA 4080). Em experimento
conduzido em Dourados, MS, Pelegrin et al. (2009) demonstraram que
a inoculagdo do feijoeiro com Rhizobium tropici CIAT 899 promoveu
rendimentos de grdos equivalentes a aplicagcdo de 80 kg ha' de N. Do
mesmo modo, a inoculagao do feijoeiro com estirpes de rizébio isoladas no
Distrito Federal ocasionou rendimentos semelhantes aos da testemunha que
recebeu adubacio nitrogenada e as que foram inoculadas com as estirpes
de referéncia Rhizobium tropici CIAT 899 e PRF 81 (MOSTASSO et al.,
2002). Rendimentos do feijoeiro inoculado com as estirpes UFLA 02-100,
UFLA 02-86 e UFLA 02-127 também foram semelhantes ao da testemunha
com aplicagdo de 70 kg ha de N, e ao das plantas inoculadas com a estirpe
CIAT 899 (SOARES et al., 2006a). Em um trabalho desenvolvido por Ferreira
et al. (2012), em casa-de-vegetagao, utilizando a cultivar BRS MG Talisma,
verificou-se que plantas inoculadas com as estirpes UFLA 04-195, UFLA
04-173 e UFLA 04-202 apresentaram nuamero e massa seca de noddulos e
eficiéncia simbidtica semelhantes ao da estirpe CIAT 899.
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Figura 22. Algumas caracteristicas da espécie R. tropici que a torna adequada para
utilizacdo em inoculante comercial.

O caupi (Vigna unguiculata L.) € uma leguminosa de grande importancia
nutricional, principalmente, nas regites Norte e Nordeste do Brasil. Embora
0 caupi seja considerado uma espécie promiscua, por sua habilidade de
formar n6dulos com varias espécies bacterianas, os rendimentos maximos
séo obtidos com a inoculacdo de estirpes do género Bradyrhizobium. As
estirpes de Bradyrhizobium, UFLA 3-84 (SEMIA 6461), BR 3267 (SEMIA
6462, Bradyrhizobium yuamigense), INPA 03-11B (SEMIA 6463) e BR 3262
(SEMIA 6464, Bradyrhizobium pachyrhizi) sdo atualmente recomendadas
para a inoculacédo de feijao caupi (LEITE et al., 2017; ZILLI et al., 2011).
Segundo Soares et al. (2006b), a inoculacio dessa cultura, sob condigbes
de campo, com as estirpes UFLA 03-84 e INPA 03-11B contribuiu, de forma
significativa, para o aumento no rendimento de gréos, sendo semelhante ao
da testemunha com 70 kg ha de N.

8.1.4. Coinoculacao de rizobio e bactérias promotoras de crescimento
de plantas (BPCP)

Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) pertencem a um
grupo heterogénio e benéfico de microrganismos encontrados na rizosfera,
na superficie das raizes ou associados a elas e que sido capazes de aumentar
0 crescimento de plantas e protegé-las de doencas e estresses abibticos
(GRAY; SMITH, 2005). Dentre as BPCP, estirpes dos géneros Azospirillum,
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Bacillus, Enterobacter, Herbaspirillum e Paenibacillus s&o frequentemente
descritas como potenciais promotoras do crescimento de plantas. Dentre
os efeitos positivos destas bactérias, podem ser citados: fixagcdo de N,
producao de fitohormonios, aumento da solubilizagcio de fosfato, aumento na
absorgao de 4gua e de nutrientes, controle de fitopatégenos, entre outros. Os
fitohormonios tém grande impacto no crescimento de raizes.

A coinoculagdo de leguminosas com rizébio e BPCP tem sido proposta
como umatecnologia capaz de aumentar a nodulacéo, estimular o crescimento
de plantas e beneficiar o processo de fixagdo de N,. Os efeitos benéficos
sdo associados a maior produgao de raizes laterais e a diferenciacdo de um
maior numero de células epidérmicas em pelos radiculares susceptiveis de
serem infectados pelos rizébios. Pode ocorrer uma secre¢do aumentada de
substancias flavonoides, que estdo envolvidas na ativacdo dos genes da
nodulacdo no rizobio (STAR et al., 2012). A coinoculacdo permite também
que o processo de exsudacao de flavonoides persista por um periodo maior
de tempo (BURDMAN et al., 1997).

A escolha das BPCP a serem utilizadas depende de um amplo trabalho
de seleg¢do, uma vez que a coinoculacdo também pode interferir de forma
negativa na colonizagéo das raizes pelo rizébio (BERGGREN et al., 2005). O
potencial do género bacteriano Azospirillum spp. em aumentar a nodulagéo e
crescimento de leguminosas, quando coinoculada com rizébio, € amplamente
estudada. Burdman et al. (1997) verificaram, sob condi¢cdes de campo, que
a inoculagdo do feijoeiro (cv. Bulgarian) com as espécies de rizébio R. efli
TAL182 e R. tropici CIAT899 aumentou o rendimento de sementes em 13
%, enquanto que com a coinoculagdo (Azospirillum brasilense estirpe Cd),
o aumento foi de 23 %. Hungria et al. (2013) relataram que em feijoeiro-
comum a inoculagédo das sementes com Rhizobium tropici aumentou a
produtividade em 8,3 % (98 kg ha™), enquanto que com a coinoculagdo do
rizbbio com Azospirillum o aumento foi de 19,6 % (285 kg ha). Os genétipos
de Phaseolus vulgaris L. variam em termos de resposta a nodulagéo, quando
coinoculadas com Azospirillum e Rhizobium (REMANS et al., 2008). Analise
genética revelou uma base genética (Quantitative Trait Loci) no genoma do
feijoeiro relacionada a resposta diferencial ao Azospirillum entre os genétipos
de feijao BAT477 e DOR364. Em estudo de campo, em trés locais diferentes




Ciclo do Nitrogénio em Sistemas Agricolas

de Cuba, a coinoculacdo de Rhizobium (R. etli CNPAF512 e 6blll) com
Azospirillum brasiliense Sp245 aumentou a quantidade de N, fixado e o
rendimento do Phaseolus vulgaris DOR364, comparativamente a inoculagéo
somente com rizobio, em todas as areas estudadas. O contrario ocorreu com
0 genotipo BAT477. O efeito das BPCP sobre a nodulagéo do feijoeiro pode
também depender da nutricdo da planta com fésforo (REMANS et al., 2007).
Estes autores demonstraram que A. brasilense Sp245 e B. subtilis LMG 7135
aumentaram a nodulag&o sob condi¢des de alto P, mas n&o sob condi¢des de
limitacdo deste nutriente.

Varios estudos tém também demonstrado a eficacia da coinoculacdo da
soja com Bradyrhizobium e Azospirillum em aumentar o rendimento dos gréos
(HUNGRIA et al., 2015), em manter a nodulagdo sob condi¢bes de estresses
hidricos moderados (CEREZINI et al., 2016) e em promover a precocidade da
nodulacdo (CHIBEBA et al., 2015). Esta tecnologia foi aprovada e registrada
para utilizagdo com esta leguminosa pela agéncia regulatéria no Brasil
(CHIBEBA et al., 2015).

A parceria de pesquisa entre a Total Biotecnologia e a Embrapa resultou na produgéo do Azo Total Max, que
€ um inoculante promotor de crescimento de plantas, desenvolvido para a coinoculagéo da cultura da soja
e do feijoeiro. Ele é composto pela bactéria da espécie Azospirillum brasilense, que confere a planta uma

série de beneficios, como produgéo de fitohormonios, resisténcia a doencas e a seca, entre outros. Este
produto é totalmente compativel com os rizébios e € uma estratégia, ja aprovada pelo Mapa, de aumento de
produgéo a baixo custo.

8.1.5. Taxonomia de rizobios

No século XIX, Beijerinck (1888) isolou e cultivou bactérias de nédulos
radiculares e propds-lhes o nome Bacillus radicicola a estes microrganismos.
Inicialmente, os pesquisadores consideravam o rizébio uma espécie Unica,
capaz de nodular todas as leguminosas. Nos anos seguintes, algumas
modificacdes foram feitas na nomenclatura do rizébio:

* Frank (1889) substituiu o nome Bacillus radicicola para Rhizobium
leguminosarum.
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« Em 1898 surgiu a primeira fabrica de inoculante nos Estados Unidos.

» Léhnis e Hansen (1921) propuseram a divisdo do rizébio em dois grupos
de acordo com a taxa de crescimento em meio de cultura. O termo rizébio
de crescimento rapido passou a referir-se as bactérias associadas a alfafa,
trevo, feijao e ervilha. As bactérias de crescimento lento foram exemplificadas
pelas bactérias de soja e caupi.

* Fred et al. (1932) reconheceram pelo menos seis espécies do género Rhi-
zobium (R. leguminosarum, R. trifolii, R. phaseoli, R. meliloti, R. japonicum e
R. lupini), baseando-se nos hospedeiros e em algumas diferengas morfolégi-
cas e fisiolégicas das bactérias. Nenhuma mudanca nessa nomenclatura foi
feita até 1982.

» A constatagdo de que cada estirpe ou isolado de rizébio poderia nodular
um grupo especifico de hospedeiros levou ao conceito de inoculacio cru-
zada, com as leguminosas sendo agrupadas de acordo com o rizébio com
o qual elas formavam nodulos. Mais de 20 grupos de inoculacéo cruzada fo-
ram identificados, com as bactérias do grupo do trevo, alfafa, feijao, tremogo,
ervilha e soja, sendo denominadas como espécies separadas de um Unico
género Rhizobium (ex: R. trifolii para trevo). Embora a especificidade ainda
seja um ponto importante na identificacdo do rizébio, outras caracteristicas
passaram a ter maior importancia na sua classificagao, por diferentes razdes:

* Os estudos iniciais envolveram principalmente leguminosas de importancia
agricola. Estudos com leguminosas menos tradicionais tornaram obscuros os
limites da inoculacdo cruzada.

* A estirpe bacteriana NGR234, originalmente isolada de Lablab purpureus, o
feijao-lablabe, forma noédulos com diferentes espécies de leguminosas e com
uma espécie nao-leguminosa (Parasponia andersonii) (STANLEY; CERVAN-
TES, 1991).

« Em alguns géneros, tais como Rhizobium e Sinorhizobium, o plasmideo
pSym concentra a maioria dos genes requeridos para a nodulacéo e fixagdo
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de nitrogénio (DING et al., 2013). A perda espontanea ou induzida destes
plasmideos, por algum fator, resulta em perda da capacidade de nodulagdo
da bactéria, prejudicando a sua identificacdo. O genoma de Rhizobium tropici,
por exemplo, inclui varios plasmideos e, em um deles, o plasmideo simbidtico
(pSym), estao os genes necessarios a nodulacdo e FBN. Em Bradyrhizobium,
a informacao genética para a simbiose encontra-se no DNA cromossomal, o
que torna as espécies desse género mais estaveis, podendo explicar, dentre
outros fatores, o éxito da biofertilizagdo em soja.

* Os novos métodos taxonOmicos desenvolvidos para comparar estirpes,
com base em diferentes caracteristicas, resultaram em agrupamentos cada
vez mais distantes daqueles baseados na capacidade especifica da bactéria
para nodular a planta hospedeira.

» Diante das limitagbes da infec¢do da planta como o maior determinante
taxondmico, outros caminhos comegaram a ser trilhados para melhor catalogar
0s rizobios. A taxonomia numérica reforgou as diferengas entre os grupos de
rizobio de crescimento rapido e lento e levou a consolidagdo de algumas
espécies dentro de cada grupo. Em 1984, dois géneros foram descritos:
Rhizobium e Bradyrhizobium. Trés espécies foram nomeadas para o género
Rhizobium: R. loti, R. melilotie R. leguminosarum, com trés biovares, viceae,
phaseoli e trifolii. O género Bradyrhizobium compreendeu todas as estirpes
de crescimento lento; somente uma espécie foi nomeada: B. japonicum, o
microssimbionte de soja. Todas as outras estirpes de crescimento lento foram
descritas como Bradyrhizobium spp., ou seja, o0 chamado grupo caupi ou
bradirizébios tropicais.

Atualmente, os rizobios sdo divididos em varios géneros, que sao
classificados como: Rhizobium, Ensifer (inicialmente Sinorhizobium),
Mesorhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium. Nos ultimos anos, além
das bactérias tradicionalmente conhecidas como rizébios, foram identificados
novos géneros como simbiontes de leguminosas. Estes incluem, entre
outros, os géneros Aminobacter, Microvirga, Methylobacterium, Devosia,
Ochrobactrum, Phyllobacterium e Shinella pertencentes as a-Proteobacterias
("Alfa-rizobios™) (WILLEMS, 2006) e Burkholderia e Cupriavidus pertencentes
as B-Proteobacteria ('Beta-rizobios”) (MOULIN et al., 2001).
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Abaixo sdo comentadas algumas caracteristicas relativas aos géneros
de rizébio. Muitas das espécies citadas a seguir podem ja ter sido, ou néo,
renomeadas. O nimero de publicagdes descrevendo novas espécies isoladas
de nodulos de leguminosas cresceu de forma vertiginosa nos Ultimos anos e,
apenas no sentido de ilustragao, alguns nomes sdo apresentados.

Geénero Rhizobium

Nas Ultimas décadas o nimero de espécies bacterianas, identificadas e
catalogadas, capazes de fixar N,, quando em simbiose com leguminosas,
aumentou quase que exponencialmente (LINDSTROM et al., 2010). A
taxonomia de rizébios que nodulam Phaseolus vulgaris foi a que passou por
maiores alteracdes taxondmicas desde a descricdo do Rhizobium phaseol,
baseada unicamente na habilidade da bactéria em nodular seu hospedeiro.

Do ano de 2001 até os dias de hoje, varias espécies novas de Rhizobium
foram isoladas, dentre as quais podem ser citadas: R. multihospitium,
R. helanshanense, R. qilianshanense, R. paranaense e R. acidosoli
(SHAMSELDIN et al., 2017). Algumas espécies como R. galegae, R. vignae,
R. huautlense e R. alkalisoliforam renomeadas no género Neorhizobium gen.
nov. (MOUSAVI et al., 2014).

Género Sinorhizobium (Ensifer)

Este género foi originalmente proposto por Chen et al. (1988) para
incluir Rhizobium fredii, a entdo nova espécie Sinorhizobium xinjiangense e,
posteriormente, a espécie Rhizobium meliloti. Dois biovares foram propostos
para a espécie S. meliloti: S. meliloti bv. medicaginis e S.meliloti bv.meliloti,
que sdo eficientes na fixacdo simbiodtica em M. laciniata e M. sativa,
respectivamente (CARMEN VILLEGAS et al., 2006). Este género inclui ainda
as espécies S. saheli e S. teranga (LAJUDIE et al., 1994). Estas ultimas
espécies foram divididas em bv. sesbaniae e bv acaciae, que compreendem
as estirpes que nodulam Sesbania e Acacia, respectivamente. Espécies
adicionais incluem: S. abri (OGASAWARA et al., 2003), S. mexicanum e S.
chiapanecum (RINCON-ROSALES et al., 2008).
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Muitas das bactérias nomeadas no género Sinorhizobium foram
renomeadas para o género Ensifer. Entretanto, algumas argumentagbes
ainda continuam a serem feitas sobre a adequabilidade de se utilizar o
nome Ensifer ao invés de Sinorhizobium (LI et al., 2011; WANG et al., 2013).
Conforme disposto por Li et al, até 2011, onze espécies de Sinorhizobium
tinham sido descritas e nove foram reclassificadas para o género Ensifer. O
nome Ensifer sojae foi proposto para estirpes bacterianas isoladas de nédulos
de soja cultivada em solos salinos e alcalinos (LI et al., 2011). Nova espécie
associada a Glycine spp. foi posteriormente nomeada Ensifer glycinis (YAN
et al., 2016).

Género Mesorhizobium

O género Mesorhizobium foi proposto para cinco espécies de Rhizobium
que sédo filogeneticamente relacionadas e diferentes do grande grupo
filogenético que inclui Rhizobium, Agrobacterium e Sinorhizobium (JARVIS et
al., 1997). Wang et al. (1999) descreveram e propuseram uma espécie nova,
M. amorphae, ap6s intensiva andlise de rizébios isolados de Amorpha fruticosa,
na China. Esta espécie de rizobio contém plasmideo simbiotico de 930 kb, ao
contrario da maioria das outras espécies de Mesorhizobium, que, a excegao
do M. huakuii (JARVIS et al., 1997), carregam os genes simbiéticos em seus
cromossomos. Outras espécies incluem: M. loti, M. ciceri, M. tianshanense, M.
huakuii, M. mediterraneum, M. plurifarium, M. temperatum, M. septentrionale,
M. gobiense, M. tarimense, M. shangrilense, M. robiniae (LARANJO et al.,
2014). M. shonense, M. hawassense e M. abyssinicae foram isoladas de
nddulos de raizes de arvores leguminosas (DEGEFU et al., 2013).

Geénero Azorhizobium

A Unica espécie nomeada neste género era a Azorhizobium caulidonans,
que nodula caule e raizes de Sesbania rostrata. As estirpes que nodulam
o caule de Sesbania diferem dos rizébios de crescimento rapido por terem
um unico flagelo lateral e por serem incapazes de utilizarem muitos dos
carboidratos comumente metabolizados pelos rizébios. Rizébios isolados de

(]
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nédulos de Sesbania virgata, em 2006, foram nomeados A.doebereinerae
(MOREIRA et al., 2006). Em 2013 uma nova espécie de Azorhizobium foi
descrita e nomeada A. oxalatiphilum (LANG et al., 2013).

Género Bradyrhizobium

Este género era inicialmente composto por apenas uma espécie, B.
japonicum, isolada a partir de nédulos de raizes de soja. J&4 a partir da
década de 80, varios trabalhos constataram grande variabilidade genética
e fisiologica entre as estirpes de B. japonicum, o que levou Kuykendall et
al. (1992) a sugerir a subdivisdo de Bradyrhizobium em duas espécies, B.
japonicum e B. elkanii. Outras espécies incluem: B. pachyrhizi, B.
jicamae, Bradyrhizobium huanghuaihaiense, Bradyrhizobium daqingense,
Bradyrhizobium ganzhouense, B. valentinum (DURAN et al., 2014). B.
manausense e B. ingae foram isoladas de nodulos de feijao-caupi e da
arvore conhecida como inga, respectivamente (SILVA et al., 2014). Em 2016,
quatro novas espécies oriundas de solos de diferentes regides brasileiras
foram nomeadas Bradyrhizobium brasilense, Bradyrhizobium forestalis,
Bradyrhizobium piauiense e Bradyrhizobium neoglycine (COSTA, 2016).

Géneros nao tradicionais de rizobio

Bactérias do género Burkholderia (Tabela 10) ja foram isoladas de nédulos
de Aspalathus carnosa e Machaerium lunatum (MOULIN et al., 2001), de
nédulos de Mimosa caesalpiniifolia (CHEN et al., 2008) e de noédulos de
Mimosa bimucronata e Mimosa scabrella (CHEN et al., 2007). Espécies do
género Ralstonia (Ralstonia taiwanensis (renomeada Cupriavidus) e Ralstonia
eutropha foram isoladas de nédulos de Mimosa, na China (CHEN et al., 2001)
e na india (TRIPATHI, 2002), respectivamente. Na Espanha, Phyllobacterium
trifolii foi isolada de noédulos de Trifolium pratense. A P. trifolii € também capaz
de formar nédulos em Lupinus spp. (VALVERDE et al., 2005). Na Espanha,
a espécie Ochrobactrum cytisi, foi isolada de Cytisus scoparius (ZURDO-
PINEIRO et al., 2007).
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Tabela 10. Espécies de Burkholderia isoladas de nodulos de leguminosas.

Espécies de Burkholderia Hospedeiro

Burkholderia tuberum Leguminosas tropicais
Burkholderia phymatum Leguminosas tropicais
Burkholderia nodosa Mimosa bimucronata,
Mimosa scabrella
Burkholderia sabiae Mimosa caesalpiniifolia
Burkholderia mimosarum Mimosa spp.
Burkholderia symbiotica Mimosa spp.

Fonte: Descritas em Sheu et al. (2012).

8.2. Fixacao de nitrogénio em plantas actinorrizicas

As plantas actinorrizicas sdo arbustos ou arvores que habitam os mais
diversos ecossistemas e se adaptam a condigbes ambientais extremas, como
solos salinos, terrenos pantanosos e ambientes polares (SANTI et al., 2013).
Elas desenvolvem simbiose com estirpes de actinobactérias multicelulares,
Gram-positivas, do género Frankia, da familia Frankiaceae, resultando na
formagao de nodulos fixadores de nitrogénio. Tal microrganismo é também
capaz de fixar N,em vida livre sob condigdes aerobias. Nenhuma das espécies
hospedeiras de Frankia sao plantas de interesse agricola, mas apresentam
importancia econémica como produtoras de madeira, lenha e sdo também
de interesse silvicula. Outro aspecto que ressalta a importancia ecolégica
das plantas actinorrizicas é a taxa de fixagdo de nitrogénio que é igual ou
mais alta que nas leguminosas (BUSSE, 2000). Paschke et al. (1989), por
exemplo, relataram que as taxas de acumulacéo de nitrogénio em plantacdes
de Alnus variou de 60 a 320 kg ha* ano™.

Pelo menos duzentas e vinte espécies de angiospermas, pertencentes
a oito géneros e distribuidas em oito familias, formam nédulos radiculares
fixadores de nitrogénio com espécies de Frankia. Tal fato mostra a grande
diferenga entre a simbiose actinorrizica e a simbiose conduzida pelos rizébios,
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em que os géneros hospedeiros, em sua maioria, pertencem a familia das
Leguminosae (SANTI et al., 2013).

Os nodulos actinorrizicos sdo perenes e tém a forma de estruturas
coraloides com muitos lébulos. Cada l6bulo € uma raiz lateral modificada. Os
tamanhos dos nddulos variam com a planta e € muito comum encontra-los
com dimensodes que vdo de 3 a 5 cm de diametro.

As actinobactérias do género Frankia produzem um micélio vegetativo
composto de filamentos septados, onde é encontrada a vesicula, uma célula
esférica de parede grossa, que é o sitio da fixagdo de nitrogénio. A vesicula
madura € circundada por um envelope de lipideos que parece funcionar
como uma barreira a difusdo de oxigénio, protegendo a enzima nitrogenase
da inativagdo por aquela molécula. Ao contrario da maioria das plantas
actinorrizicas, o microrganismo Frankia encontrado em nédulos de Casuarina
€ desprovido de vesiculas.

O microrganismo pode penetrar as raizes do macrossimbionte de forma
intracelular, via corddo de infeccdo, ou intercelularmente, dependendo
da planta hospedeira. A infeccdo intracelular ocorre em Betulaceae,
Casuarinaceae e Myricaceae. Concomitantemente com a infecgdo do pelo
radicular, sdo induzidas as divisdes das células no cértex da raiz. O cordao
de infecgéo cresce em diregéo as células corticais em divisdo, onde, apés a
infecgéo, ocorre intensa ramificagdo das hifas de Frankia. Esta estrutura é
denominada de pré-nédulo. Enquanto o pré-nddulo desenvolve, a formagéo
de um nddulo primitivo € induzida no periciclo da raiz. As hifas no corddo
de infeccdo crescem do pré-nédulo para o nédulo primitivo. Dependendo
das espécies de plantas hospedeiras, mais de um nodulo primitivo pode ser
formado para cada pré-nddulo. Na infeccéo intercelular, as hifas de Frankia
penetram as raizes entre as células epidérmicas e colonizam o cértex da
raiz (RACETTE; TORREY, 1989). Durante esta colonizacédo, as raizes do
cortex secretam determinadas substancias que induzem a formagédo do
nédulo primitivo no periciclo da raiz. As hifas de Frankia infectam as células
primitivas do apoplasto por meio de intensa ramificagéo. Ainfeccao intercelular
ocorre em plantas hospedeiras das familias Rhamnaceae, Elaeagnaceae e
Rosaceae.
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Para o isolamento das bactérias dos ndédulos, os lébulos devem ser
desinfectados cuidadosamente e colocados em meio de cultura liquido
ou sélido. O primeiro isolamento com sucesso de uma espécie de Frankia
ocorreu em 1978, de nédulos de raizes de Comptonia peregrina. As estirpes
de Frankia que séo cultivaveis crescem lentamente em meio sélido, podendo
levar de 3 a 7 dias para que a colbnia seja visivel (BENSON et al., 2011).
Depois de um més de incubacio, as colbnias ainda sdo pequenas. Como
poucas cepas de Frankia sao cultivaveis, aquelas que crescem em meio de
cultura sdo mais saprofiticas ou possuem requerimentos nutricionais menos
restritos, como as que ocorrem nas Betulaceae (Alnus). Até 2013, cerca de
200 estirpes de Frankia j& haviam sido isoladas de plantas actinorrizicas
(SANTI et al., 2013).

8.3. Fixacéo biologica do N, em cianobactérias

As cianobactérias s&o microrganismos pertencentes ao dominio Bacteria
e incluem formas unicelulares e multicelulares filamentosas. Elas apresentam
papel fundamental no processo de evolugdo da vida na terra, uma vez
que foram os primeiros organismos capazes de realizar a fotossintese
oxigénica. A producao de oxigénio pelas cianobactérias foi responsavel pela
oxidacdo da atmosfera terrestre ha 2,2 - 2,4 bilhées de anos e contribuiram
substancialmente para a produgdo primaria durante a Era Proterozdica
(KNOLL, 2008). O modo nutricional dominante é o autotréfico. Elas séao
amplamente distribuidas em diversos ambientes, aquaticos e terrestres, e
apresentam adaptacdes para colonizar habitats desfavoraveis.

Além de realizar a fotossintese oxigénica as cianobactérias também fixam
o N, atmosférico, que s&o os dois principais processos para a manutengao
da vida na terra. As cianobactérias diazotréficas podem ser de vida livre ou
simbidticas. Esta associagdo ocorre em angiospermas (género Gunnera),
gimnosperma (géneros Cycas, Macrozamia e Ceratozomia), pteridéfitas
(Azolla, Figura 23) e briofitas (géneros Anthosceros, Blasia, Cavicularia e
Sphagnum) (Tabela 11).
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Figura 23. Azolla filiculoides.

Tabela 11. Organismos que formam simbiose com cianobactérias fixadoras de nitrogénio.

Organismos do Dominio  Género da planta Cianobionte

Eukarya

Angiosperma Gunnera Nostoc

Gimnosperma Cycas, Macrozamia e Nostoc
Ceratozomia

Pteridofita Azolla Anabaena

Bridfita Diversos géneros (Blasia, Porella Nostoc, Calothrix,
etc) Chlorogloeopsis

Fonte: Adaptado de RAI et al. (2000), com modificagdes.

As espécies de cianobactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico o fazem
por meio de células especializadas, denominadas heterocistos (Figura 24).
Estas estruturas tem a fungéo de fornecer ambiente microaerébio adequado
para a nitrogenase e suprir o0 N combinado para as células vegetativas no
resto do filamento. Os heterocistos sdo células tipicamente maiores do que
as células vegetativas e possuem envoltério celular mais espesso, com duas
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camadas adicionais, que limitam a difusdo de oxigénio para o ambiente
intracelular, protegendo a enzima nitrogenase dos efeitos danosos daquela
molécula. Os heterocistos compreendem cerca de 5-10 % das células de
um filamento. Em algumas cianobactérias filamentosas ndo heterocitadas,
a nitrogenase esté confinada a um tipo especifico de células, os diazocitos
(BERMAN-FRANK et al., 2001).

Heterocistos

Foto: Maria do Carmo Bittencourt-Oliveira

Figura 24. Filamentos de cianobactérias (Dolichospermum circinale Rabenhorst ex
Bornet & Flahault) mostrando os heterocistos especializados na fixag&do bioldgica do
N

"

Associacdes simbioticas com pteridéfitas sdo limitadas ao género Azolla,
que é uma pequena samambaia aquatica flutuante. Ela vem sendo explorada
como fonte de nitrogénio para a agricultura na forma de adubo verde ou de
biofertilizante para o arroz. Este tipo de tecnologia pode suprir todo o nitrogénio
requerido no cultivo de arroz em solo alagado, como os que ocorrem na China,
india e Vietna (NIERZWICKI-BAUER, 1990). O N ¢ liberado da Azolla no
ambiente externo apos a sua decomposicdo e mineralizagao.

A maior parte das associag¢des da Azolla com as cianobactérias ocorre
com espécies dos géneros Nostoc e Anabaena. As cianobactérias fixadoras
de nitrogénio sdo abrigadas na cavidade foliar do vegetal, localizada no
I6bulo dorsal das folhas (ZHENG et al., 2009). Estes simbiontes permanecem
associados com o hospedeiro ao longo de seu ciclo de vida.
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A Azolla foi utilizada por séculos para enriquecer campos de arroz com o nitrogénio fixado.
« As primeiras mengdes da Azolla parecem estar em um antigo dicionario chinés que apareceu ha cerca de
2000 anos.

» A Azolla ja era usada, por volta do século XI, no Vietna.
- Na década de 1980, houve interesse renovado nesta associacéo simbidtica em decorréncia da demanda por
uma tecnologia agricola menos dependente de energia fossil.

O desenvolvimento da simbiose ocorre a partir de uma primorosa
comunicagdo entre os dois simbiontes, que resulta na conversdo de
filamentos em hormog6nio que funcionam como elementos de infeccédo
(MEEKS, 1998). Esses hormogbnios sdo filamentos deslizantes, curtos e
com células menores que as células dos filamentos vegetativos. Apds entrar
no hospedeiro, os hormogénios revertem-se novamente para filamentos com
heterocistos capazes de fixar o N,.

O nitrogénio fixado dentro do heterocisto como aménia é primeiro convertido
para glutamina, pela enzima sintetase da glutamina e, na forma de aminoé&cido
€ transportado para as células vegetativas adjacentes. Em troca, carboidratos,
provavelmente sacarose, flui das células vegetativas para os heterocistos.
A sintase da sacarose ou, talvez, sintase da sacarose fosfato (PORCHIA
et al., 1996), esta presente em alta atividade, especificamente, nas células
vegetativas, enquanto a invertase alcalina, que converte sacarose para
glicose, é restrita aos heterocistos. As hexoses resultantes da quebra da
sacarose sdo catabolizadas nos heterocistos e fornecem agentes redutores

para a nitrogenase.

Filamentos de Anabaena ou Nostoc, quando crescem na presenca de
uma fonte de nitrogénio combinado, tal como NH,* ou NO,, podem apresentar
somente células vegetativas indistinguiveis umas das outras. No entanto, quando
a fonte de N é removida, os heterocistos aparecem dentro de uma a duas
geracgoes celulares, ao longo do filamento, a intervalos relativamente regulares.
Os heterocistos parecem ser os Unicos locais de fixagdo de N, dentro dos
filamentos, a excegdo do que ocorre com a espécie Anabaena variabilis
estirpe ATCC 29413 (e umas poucas estirpes intimamente relacionadas),
que expressa uma nitrogenase especifica de célula vegetativa sob condi¢des
anoxicas (THIEL et al., 1995).
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8.3.1. Caracteristicas morfologicas das cianobactérias no estado de
crescimento simbiético

Aautosuficiéncia das cianobactérias formadoras de heterocistos, em relagéo
afixagédo do N,, pode ser responsavel pelas estruturas de plantas relativamente
simples, que abrigam estes organismos, em contraste com aquelas que abrigam
os rizobios. Infecgdo por rizébios induz na planta a formagdo de nédulos,
enquanto as estruturas dos hospedeiros habitadas pelas cianobactérias
existem mesmo na auséncia da simbiose, embora algumas transformacdes na
organizagao simbiodtica final sejam dependentes do processo de infeccdo. Os
rizébios, dentro dos nédulos das leguminosas, se diferenciam em bacteroides,
uma forma néo existente no seu ambiente de crescimento fora da planta. A
morfologia das células de algumas cianobactérias € também afetada pelas
associagdes simbibticas, mas, ao contrrio dos rizobios, as suas diferengas
estdo mais na proporcdo ou medida de suas células. As células vegetativas
das cianobactérias, dentro de alguns hospedeiros, sdo quatro vezes maiores
que as células vegetativas de cianobactérias de vida livre, assim como o séo
também os heterocistos. Estas estruturas existem nas cianobactérias de vida
livre, mas ndo na frequéncia com que elas sdo encontradas quando estes
microrganismos estao associados as plantas (MEEKS; ELHAIL, 2002).

8.4. Fixacao biolégica do N, em diazotrofos associativos

Os diazotrofos associativos sdo microrganismos que contribuem para o
crescimento da planta, colonizando tanto a superficie quanto o interior das
raizes, sem a formagédo de estruturas diferenciadas. Espécies de bactérias
diazotréficas associativas tém sido isoladas de raizes e partes aéreas de
espécies de importancia agricola, como as gramineas (Tabela 12). Estas
bactérias tém sido amplamente estudadas nas Ultimas décadas, desde o
isolamento de Beijerinckia fluminense da rizosfera de cana-de-aclcar por
Dobereiner e Ruchel (1958).

70




Ciclo do Nitrogénio em Sistemas Agricolas

Tabela 12. Espécies de bactérias diazotréficas associativas e seus respectivos

hospedeiros.

Espécies bacterianas

A.lipoferum
H.seropedicae

Klebsiella oxytoca
E. cloacae
A.halopraeferans
G.diazotrophicus

A.amazonense
A.irakense
H.rubrisubalbicans
A. halopraeferens
B. vietnamiensis
A. brasilense

Pseudomonas spp.

G. azotocaptans
G. johannae
H. frisingense

B. tropica

B. unamae
A.melinis

A. oryzae

B. silvatlantica
S. azotifigens
G. kombuchae
A. canadense
A. zeae

B. phenoliruptrix

Hospedeiro de onde as
bactérias foram isoladas

Arroz, cana-de-agucar

Milho, sorgo, cana-de-agucar,
arroz, varias plantas forrageiras
Arroz

Arroz

Leptochloa fusca (L.) Kunth

Cana-de-agucar
café, Eleusine coracana,
Ananas comosus

Sorgo

Arroz

Arroz, cana-de-agtcar
Leptochloa fusca

Arroz

Arroz, cana-de-acgUcar, trigo
Coqueiro

Café

Café

Spartina pectinata, Miscanthus
sinensis, Miscanthus
sacchariflorus, Pennisetum
purpureum

Milho

Milho, cana-de-agucar, café
Melinis minutiflora Beauv
Arroz

Milho, cana-de-agucar
Arroz

Kombucha

Milho

Milho

Mimosa flocculosa

Fonte

Tarrand et al. (1978)
Baldani et al. (1986)

Fuijii et al. (1987)
Fuijii et al. (1987)
Reinhold e Hurek (1987)

Cavalcante e Débereiner
(1988)

Pereira et al. (1988)
Khammas et al. (1989)
Baldani et al. (1996)

Reinhold et al. (1987)

Tran Van et al. (2000)

Tarrand et al. (1978)
Fernandes et al. (2001)
Fuentes-Ramirez et al. (2001)
Fuentes-Ramirez et al. (2001)
Kirchhof et al. (2001)

Reis et al. (2004)
Caballero-Mellado et al. (2004)
Peng et al. (2006)

Xie e Yokota (2006)

Perin et al. (2006)

Xie e Yokota (2006)

Dutta e Gachhui (2007)
Mehnaz et al. (2007a)

Mehnaz et al. (2007b)

Zuleta et al. (2014)

A., Azospirillum; H., Herbaspirillum; G., Gluconacetobacter; E., Enterobacter; B., Burkholderia,

S., Sphingomonas
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Na fixagéo biologica associativa de N,, as bactérias podem ser classificadas
em trés categorias: organismos rizosféricos, endofiticos facultativos e
endofiticos obrigatérios (BALDANI et al., 1997). No primeiro grupo estdo
envolvidos todos os microrganismos que colonizam a superficie das raizes.
Os endofiticos facultativos séo as bactérias que colonizam a superficie € 0
interior das raizes, enquanto os endofiticos obrigatorios colonizam o interior
de raizes e tecidos aéreos de plantas (Tabela 13).

Tabela 13. Classificagdo de algumas bactérias fixadoras de N, com relagéo a regiao
da planta que é colonizada.

Espécie bacteriana Regido da planta que é colonizada

Azospirillum spp. (exceto A. halopraeferans) Endodfito facultativo
Gluconacetobacter diazotrophicus Endofito obrigatério
Herbaspirillum spp. Endofito obrigatério
Azoarcus spp. Enddfito obrigatério
Burkholderia sp. Enddéfito obrigatério

Fonte: Baldani et al. (1997).

Uma bactéria que tem sido alvo de muitos estudos €& a Azospirillum
brasilense. O efeito benéfico da inoculagdo de plantas com essa espécie
€ descrito em varios estudos (HUNGRIA, 2011b; SILVA, 2013) (Figura 25).
E impossivel dizer com certeza se os efeitos observados (quando ha) sédo
decorrentes da fixagdo do N, associada a planta, ou a fatores, como efeitos
hormonais e aumento na absorcdo de N do solo, em decorréncia do maior
crescimento das raizes, induzido pelas bactérias. Segundo Didonet et al.
(2000) a inoculagéo de Azospirillum em plantas de trigo provocou aumento
significativo de raizes devido, possivelmente, a producdo de fitohorménios,
principalmente auxinas, produzidos pelas bactérias.
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Figura 25. Efeito da inoculagdo de milho com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de
Azospirillum brasilense no crescimento radicular em ensaios conduzidos a campo.
Fonte: Hungria (2011b).

Garcia de Salamone et al. (1996) mostraram que alguns genétipos de
milho cultivados em vasos apresentaram aumento significativo no contetdo
de N e rendimento de graos, apés inoculagdo com Azospirillum brasilense.
Na Argentina, um levantamento feito em 273 ensaios de inoculacdo com A.
brasilense demonstrou que em 76 % dos casos houve aumento médio na
produtividade de trigo de 256 kg ha' e, em 85 % dos casos, ocorreu um
aumento médio na produtividade do milho de 472 kg ha"' (DIAZ-ZORITA;
FERNANDEZ CANIGIA, 2008). Do mesmo modo Mazzuchelli et al. (2014)
observaram que a inoculagdo de Azospirillum brasilense em sementes de
milho aumentou a produgéo do grdo em 21,9 %, em relacdo ao controle.
Outros estudos conduzidos em casa-de-vegetacdo e a campo também
demonstraram efeitos positivos da inoculagdo com espécies de Azospirillum
na cultura do trigo (GANGULY et al., 1999), do arroz (BALANDREAU et al.,
2002) e da cana-de-agucar (SHANKARIAH; HUNSIGI, 2001). Liporio et
al. (2015) associou os efeitos benéficos da inoculacdo de sementes com
A. brasilense a uma reducao da adubagao nitrogenada em 50 %. Trabalho
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conduzido por Hungria et al. (2010) demonstrou que a inoculagdo do milho
com estirpes de Azospirillum, sob condi¢des de campo, aumentou 0 seu
rendimento em 24-30 %, em relagdo ao controle ndo inoculado. Para o trigo
o aumento foi de 13-18 %.

Grande variedade de bactérias diazotréficas ja foi isolada da rizosfera
e endorizosfera de cana utilizando meios de cultura sem o nitrogénio. Um
dos trabalhos pioneiros e relevantes sobre a contribuicdo da FBN para
gramineas foi realizado por Urquiaga et al. (1992). Neste estudo os autores
descobriram, por meio de técnicas isotopicas de *N, que algumas variedades
de cana-de-agucar poderiam obter cerca de 60 % do N necessario para o seu
desenvolvimento, por meio da associagcdo com bactérias endofiticas.

Embora a Gluconacetobacter diazotrophicus e a Herbaspirillum spp.
parecam ser as bactérias isoladas em maior nimero na cana, é impossivel
atribuir a fixagdo do N, a qualquer bactéria especifica, uma vez que nao
se conhece a correlacdo entre o nimero de bactérias diazotréficas e a sua
capacidade para fixar N, (JAMES; OLIVARES, 1998). Urquiaga et al. (2012)
relataram uma contribuicdo do N derivado da FBN variando de 29 a 68 %,
em variedades de cana-de-acucar comerciais. Segundo Pereira et al. (2013),
algumas variedades de cana, quando inoculadas, chegam a acumular mais
matéria seca do que em tratamento com uso de fertilizante nitrogenado. Os
efeitos positivos da inoculagdo da cana com bactérias fixadoras de N,, além
de variarem com o genétipo da planta, € também dependente do tipo de solo
e das condi¢des ambientais (OLIVEIRA et al., 2006; URQUIAGA et al., 1995).
Este processo também depende de condicdes 6timas de suprimento de agua,
disponibilidade de P, K e micronutrientes, principalmente, o molibdénio.

A Embrapa Agrobiologia langou em 2008 o primeiro inoculante contendo
bactérias diazotréficas para utilizagdo na cana-de-acucar. O inoculante é
uma mistura de estirpes de cinco espécies bacterianas isoladas daquela
cultura (Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae,
Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense e Burkholderia
tropica) (Figura 26).
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Figura 26. Cana-de-aglcar sem adubo biolégico a esquerda e com adubo biolégico a
direita. Embrapa Agrobiologia.

8.4.1. Caracteristicas dos géneros bacterianos diazotréficos
associativos

Azospirillum

O género Azospirillum foi descrito por Tarrand et al. (1978) e situado no
Dominio Bacteria na subdivisdo a-Proteobacteria. Espécies de Azospirillum
séo heterotroficas aerdbias, que fixam N, sob condigbes microaerobias. O
género possui atualmente pelo menos quatorze espécies identificadas: A.
amazonense (MAGALHAES et al., 1983); A. halopraeferens (REINHOLD et
al., 1987); A. irakense (KHAMMAS et al., 1989); A. largomobile (DEKHIL et
al., 1997); A. oryzae (XIE; YOKOTA, 2006); A. melinis (PENG et al., 2006);
A. canadense (MEHNAZ et al., 2007); A. lipoferum, A. brasilense, A. picis, A.
thiophilum, A. doebereinerae, A. zeae, A. rugosum e A. agricola (LIN et al.,
2016)

A distribuicdo ecoldgica de Azospirillum spp. € extremamente ampla,
podendo ser considerada uma bactéria universal que coloniza plantas em
diferentes habitats. Essas bactérias podem penetrar nas raizes para crescer
endofiticamente em ambientes intercelulares. Embora a primeira espécie
do grupo a ser isolada foi Azospirillum lipoferum, a Azospirillum brasilense
€ melhor caracterizada em nivel fisiolégico e molecular. Existe ainda uma
caréncia de informagdes sobre os mecanismos envolvidos na interagao
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planta-bactéria e como a bactéria contribui para o nitrogénio acumulado nas
plantas.

Gluconacetobacter

O género Gluconacetobacter pertence a classe a-Proteobacteria. Das
16 espécies, pelo menos, ja descritas, em torno de quatro s&o capazes
de fixar nitrogénio. Gluconacetobacter (inicialmente Acetobacter)
diazotrophicus era considerada uma bactéria endofitica associada
somente com cana-de-agUcar e a outras duas plantas que acumulam
sacarose. Posteriormente, ela foi encontrada em associagdo com outros
hospedeiros como: Coffea arabica, Eleusine coracana e Ananas comosus.
Além de fixar nitrogénio atmosférico, Gluconacetobacter diazotrophicus
produz horménios de crescimento, como o acido indol acético (AlA);
€ tolerante a varios antibiéticos, como estreptomicina, tetraciclina e
rifampicina; e possui atividade antagonista aos patégenos Xanthomonas
albilineans e ao fungo Colletotrichum falcatum (MUTHUKUMARASAMY
et al., 2000).

Herbaspirillum

As espécies deste género estdo incluidas na classe [B-Proteobacteria,
sdo Gram-negativas, possuem representantes microaerofilicas, toleram
drasticas mudancas de pH (5,3 — 8,0) e uma concentragéo de oxigénio maior
que as espécies de Azospirillum (BALDANI et al., 1986). Estas bactérias
foram isoladas de grande numero de hospedeiros e muitas espécies ja
foram descritas: H. seropedicae (BALDANI et al., 1986); H. rubrisulbalbicans,
H. frisingense, H. lusitanum, H.huttiense subsp. huttiense, H. hiltneri, H.
rhizosphaerae, H. huttiense subsp. putei, H. canariense e H. soli (revisto por
MONTEIRO et al., 2012). H. seropedicae é a espécie melhor caracterizada
e tem baixa taxa de sobrevivéncia em solos naturais. Em solos estéreis,
ela é menos afetada, indicando que fatores bidticos interferem com a sua
sobrevivéncia (BALDANI et al., 1997). As espécies H.seropedicae e H.
rubrisubalbicans podem ser diferenciadas por meio do uso preferencial de
diferentes fontes de C.
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Burkholderia

O género Burkholderia pertence & classe [-Proteobacteria. S4o bactérias
Gram-negativas em forma de bastonetes moveis, com trés a varios flagelos.
O género Burkholderia compreende, pelo menos, 62 espécies capazes
de fixarem N, (http://www.bacterio.cict.fr/b/burkholderia.html), incluindo
Burkholderia vietnamiensis, B. kururiensis, B. tuberum, B. phynatum, B.
unamae, B. tropica e B. silvatlantica. Esta ultima espécie foi isolada de
raizes de cana-de-agucar por Perin et al. (2006). A espécie B. vietnamiensis
foi isolada da rizosfera de plantas de arroz cultivadas no Vietna e, quando
inoculada nesta cultura, pode ocasionar aumentos de 13—22% no rendimento
de graos (TRAN VAN et al., 2000).

AZzoarcus

Azoarcus spp. foram originalmente isoladas como diazotréficos endofiticos
na graminea Kallar, que € uma planta C, ndo domesticada, e amplamente
encontrada em regides tropicais e subtropicais (CHAUHAN et al., 2015). Este
género pertence a classe B-Proteobacteria e a familia Rhodocyclaceae e,
embora compreenda pelo menos 7 espécies, somente 2 sdo capazes de
fixar nitrogénio, ou seja, Azoarcus indigens e Azoarcus communis, que foram
descritas em associcdo com Leptochloa fusca (L.) Kunth, no Paquistéo.
Posteriormente, Azoarcus indigens foi também isolada da cultura do arroz
no Nepal. Enzimas como celulases, exoglucanase € uma endoglucanase,
sempre detectadas em Azoarcus, podem contribuir para o processo de
infeccao deste enddfito na planta.

9. Ciclo do nitrogénio e seus efeitos ho ambiente

A produgdo em larga escala dos fertilizantes nitrogenados foi a principal
alteragéo feita pelo homem no ciclo do N. Apesar desse nutriente ja ter a
sua essencialidade as plantas demonstrada por Saussure (1804), no século
XIX, a ampla utilizacdo de fertilizantes contendo N sé foi possivel com a
descoberta da sintese quimica da amoénia (NH,), pelo processo Haber-Bosch.
Nesse processo, a amdnia € formada a partir do hidrogénio proveniente
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do gas natural e o N, do ar, sob altas temperaturas e presséo conforme a
equagao 16.

(Equacéao 16)

(cat: catalisador, substancia que afeta a taxa de reagdo quimica sem fazer parte do
produto final)

A reagéo envolvida no processo Haber-Bosch foi descoberta pelo cientista
alemao Fritz Haber e patenteada no ano de 1908. Em 1910, a empresa
BASF, na Alemanha, comprou a patente. Carl Bosch, engenheiro metalirgico
da empresa, conseguiu produzir a amoénia em escala industrial. O processo
Haber-Bosch foi considerado a mais importante reagdo quimica até entédo
descoberta e, literalmente, mudou a agricultura mundial, aumentanto a
produtividade das culturas de forma extraordinaria. Em 2013, a producado anual
de amoniaco foi estimada em 140 milhdes de toneladas, dos quais cerca de
80 % foram usados na industria de fertilizantes (ESTADOS UNIDOS, 2017a)

(Tabela 14).

Tabela 14. Consumo mundial de fertilizantes nitrogenados por pais.

Consumo mundial de fertilizantes

(1000 t de nutriente)

2011 2013
Brasil 3366 3808
China 33800 35010
India 17300 16731
Estados Unidos 12231 11690
Paquistao 3209 3179
Canada 2297 2457
Iltalia 568 594
Nigéria 334 415

Fonte: Anuério Estatistico do Setor de Fertilizantes (2016).
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Aprodugéo de fertilizantes nitrogenados nao apenas permitiu que o nimero
de pessoas alimentadas aumentasse, mas também, associada a revolugéao
verde, permitiu que a populagdo mundial ultrapassasse, em 2012, a marca de
7 bilhdes de habitantes. Sem a fixagao industrial de nitrogénio, originada pelo
processo Haber-Bosch, seria necessario um aumento de 225 % no espacgo
destinado ao cultivo agricola para atender uma populacao estimada de 9,2
bilhdes em 2050 (DAWSON; HILTON, 2011).

Processo Haber-Bosch

Sir William Ramsay, um quimico escocés, previu, em 1898, que o mundo poderia passar por uma
grande catastrofe, em decorréncia da escassez de fertilizantes nitrogenados, antevista para meados do
século XX. Isto provocaria uma reducdo desastrosa na produgdo mundial de alimentos. Na época, o
nitrogénio era obtido de depdsitos naturais de nitratos de so6dio (NaNO,) e potassio (KNO,) ou de
excrementos de aves marinhas (guanos). Sabe-se que o nitrogénio € um elemento diferenciado de outros,
em decorréncia da auséncia de um reservatério potencialmente disponivel nas rochas (ROBERTSON;
VITOUSEK, 2009).

O trabalho do quimico Fritz Haber e do engenheiro William Carl Bosch, ambos aleméaes, néo
permitiu que os fatos previstos por Ramsey ocorressem. Haber e Bosch criaram um processo no qual
conseguiram sintetizar a amoénia a partir de seus elementos constituintes.

Fritz Haber — criou o processo de producao de fertilizante nitrogenado em 1908.
Carl Bosch —tornou o processo mais seguro e permitiu a sua utilizagdo em larga escala. A primeira inddstria
entrou em operacdo em 1913.

A produgéo industrial de NH, serviu como base para a produgdo de varios fertilizantes
nitrogenados (Figura 27) e teve um importante papel na produgdo de alimentos no mundo. Sem o processo
Haber-Bosch, cerca da metade da populagdo mundial estaria, hoje, sem condigcbes de receber uma
alimentagdo adequada. Isto fez com que este processo fosse considerado a mais importante invengédo do
século XX.

Figura 27. Fluxograma da producgéo de fertilizantes nitrogenados.
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Apesar da grande importancia do processo Haber-Bosch, a produgéo de
amoOnia gera problemas em termos ambientais. Ela consome de 1 - 2 % do
suprimento mundial de energia anual e gera mais de 300 milhdes de TM de
CO,, que é um gas de efeito estufa. A quantidade mundial de CO, emitida
pode chegar a 1 % da quantidade liberada em atividades industriais, quando
€ considerado o transporte, o0 empacotamento e a aplicagcao dos fertilizantes
(JENKINSON, 2001). Em decorréncia disto, a possibilidade de producéo de
fertilizantes nitrogenados minerais a partir de fontes renovaveis de energia
tem sido amplamente discutida (FRATTINI et al., 2016).

Producao de fertilizantes nitrogenados no Brasil

« A primeira fabrica de fertilizantes nitrogenados no Brasil comegou a operar em 1963, em Cubatéo, Sao Paulo.

« A produgéo interna de fertilizantes nitrogenados no ano de 2010 atendeu, aproximadamente, 24 % da
demanda.
O Brasil importa 75 % dos fertilizantes nitrogenados.

A ureia é o fertilizante nitrogenado mais utilizado na agricultura mundial. Ele
é produzido pela reagéo do CO, com a aménia anidra. O alto consumo da ureia
€ decorrente de sua maior concentracdo de N (44 - 46 %) na forma amidica,
do baixo custo relativo, da alta solubilidade em &gua, da baixa corrosividade, da
compatibilidade com um grande nimero de outros fertilizantes e defensivos e
pela boa assimilacdo dos produtos de sua hidrolise (CANTARELLA et al.,
2008). Apesar de a amida ser um composto organico, a ureia é considerada, de
acordo com a Lei n° 6.894 de 16/12/1980, como fertilizante mineral, por ser
obtido de forma sintética e por ser rapidamente solubilizada.

Consumo global total de fertilizantes nitrogenados

1970 — 31 milhdes de toneladas

2000 — 82 milhdes de toneladas

2009 — excederam 102 milhdes de toneladas (SNYDER; FIXEN, 2012)
2050 — previsao de até 180 milhdes de toneladas (BINDRABAN et al., 2015)

De 2001 a 2010, o uso global de ureia cresceu a uma taxa de 3,8 % ao
ano. Estima-se que, até 2017, cinquenta e cinco novas fabricas de ureia
serdo abertas, com metade delas sendo construidas na China (HEFFER,;
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PRUD'HOMME, 2013). A producdo de ureia neste pais triplicou entre as
décadas de 1989 para 1999, e hoje é responsavel por, aproximadamente, um
terco do consumo mundial de fertilizantes nitrogenados sintéticos.

A ureia foi isolada da urina humana, em 1773, por Hillaire Rouelle, e foi a primeira molécula organica a ser

sintetizada a partir de compostos inorganicos, por Wéhler, em 1828.

O sulfato de aménio é a segunda fonte de fertilizante nitrogenado mais
utilizada no Brasil. Este fertilizante, além de conter 23 % de N em sua
composi¢do, é uma importante fonte de enx6fre (23 %). Todavia, o seu
elevado custo de produgéao por unidade de N e a sua baixa disponibilidade na
forma granulada fazem com que a sua utilizagdo na agricultura ndo apresente
uma maior evolugdo (CANTARELLA, 2007). O nitrato de aménio é o terceiro
fertilizante nitrogenado mais utilizado no Brasil e é constituido de 50 %
N-nitrico e 50% N-amoniacal (Tabela 15).

Tabela 15. Percentagem de nitrogénio em alguns fertilizantes nitrogenados.

Fertilizante N (%)

Amonia anidra 82
Ureia 45 - 46
Nitrato de aménio 34
Sulfato de aménio 20
Fosfato diaménico (DAP) 17
Nitrato de célcio 14
Fosfato monoaménico (MAP) 11

O aumento do consumo de fertilizantes nitrogenados para obtencao
de maiores produtividades das culturas (Figura 28 e Tabela 16) tem sido
um assunto muito debatido por 6rgdos competentes, em decorréncia dos
problemas ambientais advindos do seu uso. A eficiéncia de utilizagdo do N
pelas plantas é baixa, o que substanciaria as suas perdas para o ambiente.
Estas estariam relacionadas a volatilizagdo da aménia (NH,), a lixiviagéo de
nitrato (NO,) e a emiss&o de oOxido nitroso (N,O). Todos estes processos
serdo discutidos adiante.
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Figura 28. Evolugéo do consumo aparente de N no Brasil.
Fonte: International Plant Nutrition Institute (2016).

Tabela 16. Consumo de fertilizantes nitrogenados em alguns estados brasileiros, em
2009 e 2015.

Consumo de fertilizantes (em 1000 TM)
Estados

2009 2015
Mato Grosso 3.518.532 5.629.235
Parana 3.136.468 3.903.517
Rio Grande do Sul 2.942.736 3.667.275
Minas Gerais 3.025.381 3.508.805
Sao Paulo 3.112.221 3.472.310
Bahia 1.440.693 1.761.957
Maranhao 364.685 531.293
Sergipe 70.285 89.535
Roraima 14.462 9.808
Acre 1.197 2.983

Fonte: International Plant Nutrition Institute (2016).
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9.1. Volatilizacdo da aménia (NH,)

A volatilizag&o € a perda de nitrogénio na forma de amoénia (NH,), que
pode levar a uma baixa eficiéncia de utilizacao de fertilizantes nitrogenados.
A aménia perdida por volatilizagdo pode ser proveniente tanto do fertilizante
aplicado quanto da mineralizagdo da matéria organica (Figura 29).

Figura 29. Processos de perdas de N no solo.

A ureia, quando aplicada na superficie do solo, é hidrolisada pela agéo
da enzima urease, e resulta na formagdo de carbonato de amoénio, que se
decompbe rapidamente originando amoénio, bicarbonato e hidroxila. Essa
rapida hidrélise consome ions hidrogénio (H*) e provoca aumento localizado
do pH do solo, nas regides proximas aos locais de aplicacéo. Este aumento
transitorio do pH altera o equilibrio entre 0 am6nio e a aménia no solo. Quanto
maior o pH na zona de aplicagdo, maior o potencial de volatilizacdo da aménia
(Figura 30).
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Foto: Heitor Cantarella

Figura 30. Camaras para medi¢édo da volatilizagdo de aménia. (Instituto Agronémico
de Campinas).

Ureia Urease
CO(NH,), + 2H,O === (NH,),CO,

(NH,),CO, === 2NH,* + OH +HCO, (Equagao 17)

Enzima urease

A presenca da urease no solo foi detectada pela primeira vez por Rotini (1935). Posteriormente, surgiram os
trabalhos publicados por Conrad (1940, 1942 e 1943).

Esta enzima é encontrada em bactérias, arqueias, fungos, algas, plantas e invertebrados.
Em tecidos vegetais, concentra-se, principalmente, nas sementes e raizes.
Possui niquel em seu sitio ativo.
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A intensificagcdo do uso de fertilizantes nitrogenados, nas Ultimas
décadas, tem aumentado a emisséo global de NH, e provocado efeitos
adversos nas mudancas climaticas globais, no ambiente e na salde
publica. Na atmosfera, a aménia possui um tempo de residéncia que varia
entre uma e duas semanas.

Sua concentragao é maior préximo ao seu local de origem, diminuindo
rapidamente com a distancia, devido a dispersio atmosférica e deposicao
seca (DRAGOSITS et al., 2002). Essa distancia pode variar de poucos
metros a alguns quilémetros. Quando, eventualmente, a aménia é
transformada para amoénio na atmosfera, por meio de reagcdes quimicas,
ela pode ser deslocada por milhares de quildmetros até ser depositada,
principalmente, pela precipitagdo. A amdnia pode também reagir na
atmosfera com Oxidos de enxéfre para formar sulfato de aménio, que
chega ao solo por meio da chuva, e causa acidificagdo. Embora a NH,
néo tenha efeito direto no aquecimento global (GOOD; BEATTY, 2011), ela
pode ser oxidada na atmosfera para N,O, que € um gas de efeito estufa.

A deposicao de NH, em ecossistemas naturais afeta de forma negativa
o balango de nutrientes e a diversidade biol6gica (Tabela 17). Vegetacéo
adaptada a baixos suprimentos de N tem o seu crescimento comprometido
a favor de espécies que se desenvolvem, de forma mais vigorosa, com o
aumento da disponibilidade daquele elemento (PITCAIRN et al., 2003). Pode
também ocorrer decréscimo na resisténcia de plantas a doencas e a geadas.

Tabela 17. Estimativas de fontes e depdsitos de aménia atmosférica.

Quantidade de aménia
Fontes e sorvedouros

(Tg N ano)™

Queima de combustiveis fésseis 2

Queima de biomassa 5

Superficie marinha 13
Residuo de animal doméstico 32
Excremento humano 4
Emissdes do solo 19
Deposicdo Umida 46
Deposicéo seca 10
Oxidagéo pelo radical OH 1

(1 Tg =102 g; Fonte: Feliz e Cardoso (2004).
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Todo fertilizante que tem como base o NH,* e a NH, tem o potencial para
sofrer perdas de N pelo processo de volatilizagao. Estas perdas podem atingir
valores tdo altos como 78 % do N aplicado e pode variar dependendo das
praticas de manejo e condicdes ambientais (TASCA et al., 2011). No caso
do arroz inundado, por exemplo, 20% a 80% do N do fertilizante podem ser
perdidos por meio daquele processo (ZHU, 1992). Em solo cultivado com
milho perdas de 78 % de NH, podem ocorrer apos a aplicagao de fertilizante
nitrogenado na superficie do solo (LARA CABEZAS et al., 1997). Por esta
razdo, a maioria dos estudos experimentais e inventarios caracterizando as
emissdes de NH, tem focado sobre fontes agricolas (Figura 30).

A producéo animal é responsavel por grande parte da emissdo de aménia
para a atmosfera (MOSIER, 2001). Em decorréncia da maior demanda pelo
consumo de carne, o numero de animais domésticos tem aumentado muito nos
ultimos anos. Por exemplo, embora entre 1960 e 2000 a populagdo mundial
tenha dobrado, o nimero daqueles animais triplicou (OENEMA, 2006). A
amoOnia origina-se, principalmente, de areas de confinamento de animais e
de areas de pastagem com intenso pastoreio de gado. O armazenamento e a
utilizagao de estercos provenientes destes animais sdo também considerados
fontes em potencial de NH,. Picos de emissGes deste gas podem ocorrer
imediatamente apds o espalhamento de estercos no solo, impactando de forma
negativa a vegetagao adjacente (DRAGOSITS et al., 2006).

Na avicultura de corte, a emissdo de aménia pode influenciar de forma
negativa tanto o ambiente onde os animais séo criados como as comunidades
urbanas préximas a eles. A origem deste gas esta na decomposig¢éo do acido
urico presente nas excretas das aves. Altas quantidades de aménia, nos
ambientes produtivos de frangos de corte, podem predispor o animal adoengas
respiratérias e outros desconfortos fisiol6gicos. No Brasil, ndo existem limites
legais para a exposigdo de aves a amonia, mas alguns exportadores de carne
de frango adotam o limite de exposigao de, no maximo, 20 ppm. O controle
das emissbes de amoénia, nestas circunstancias, pode ser diminuido pela
adicao de alguns produtos quimicos e pelo controle da umidade (MEDEIROS
et al., 2008).

A amoénia pode também ser volatilizada de instalacdes de criagao de
suinos. Ela origina-se da decomposicdo do nitrogénio organico das fezes,
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urina e do resto de racdo desperdicada que fica no chdo. Hoje, o controle
da nutrigédo destes animais € uma forma de diminuir as emissdes de NH,
(AARNINK; VERSTEGEN, 2007).

9.1.1. Fatores que afetam as emissoes de amonia para a atmosfera

pH do solo

As concentrages relativas de NH,* e NH, s&o determinadas pelo pH da
solugéo do solo. Conforme descrito anteriormente, quando a ureia € aplicada
no solo, a sua hidrdlise, resultante da agdo da urease, converte o R-NH,
para NH,*. Por consumir H* do meio, essa reagéo promove a elevagdo do
pH no micrositio abaixo do granulo do fertilizante (SOMMER et al., 2004),
favorecendo a desprotonagéo do NH,* a NH,, que € a forma gasosa passivel
de ser perdida por volatilizagédo. Esta elevacédo do pH decorrente da hidrolise
da ureia, faz com que o aumento do teor de NH, proxima ao granulo e sua
subsequente perda, ocorra mesmo em solo com pH acido. Em solos alcalinos
ou com pH > 7 qualquer fertilizante nitrogenado que contém N amoniacal esta
sujeito a perdas de NH, por volatilizagdo (CANTARELLA, 2007). Em valores
de pH abaixo de 7, quase todo o nitrogénio amoniacal esté presente na forma
ionizada (NH,*).

NH," + OH (aquos0) w==p H O + NH, (Equacao 18)

Temperatura

De forma geral, maiores emissdes de aménia estdo associadas a
temperaturas mais elevadas, uma vez que nestas condi¢cbes a hidrolise
da ureia € maior. Consequentemente, este processo ocorre com maior
intensidade entre as 10 h e 15 h. Nas temperaturas baixas de inverno, as
perdas de N por volatilizacdo podem ser menores de 5,5 % do N aplicado
como ureia (VIERO et al., 2014). Portanto, o potencial de volatilizagéo de NH,
€ maior em regides tropicais, principalmente nos cultivos de verao, do que em
regides subtropicais ou de clima temperado.
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Umidade do ar

Esse fator é importante porque influencia na taxa de evaporacao de agua
do solo. Se a umidade do ar estiver muito baixa, o solo pode secar antes
que a hidrélise da ureia ocorra, diminuindo a perda do N por volatilizagdo
(SOMMER et al., 2004). Contudo, se o solo estiver seco e a umidade do ar for
alta, havera perda de NH, devido a alta higroscopicidade da ureia (SOMMER,
et al., 2004). A umidade relativa do ar esta também relacionada a formacéo
de orvalho, que em determinadas situagdes é suficiente para solubilizar o
fertilizante e iniciar o processo de hidrélise enzimédtica.

Sistema de preparo do solo e ocorréncia de chuvas

As perdas de N por volatilizagdo de NH, podem ser controladas ou
significativamente reduzidas se a ureia for incorporada ao solo, tanto por
meios mecéanicos como pela dgua de chuva ou de irrigagdo (CANTARELLA,
2007). Os volumes de agua considerados suficientes para a incorporacdo da
ureia podem variar dependendendo do tipo de manejo do solo. Enquanto em
areas de solo descoberto 10 a 20 mm de chuva ou irrigagdo sejam suficientes
para incorporar a ureia no solo (HARGROVE, 1988), em areas com plantio
direto as quantidades podem ser bem maiores (FRENEY et al., 1994).

Nas praticas de plantio direto (PD) e/ou cultivo minimo a aplicacdo de
ureia sobre os residuos vegetais mantidos no solo podera contribuir para as
perdas de N por volatilizacdo (Tabela 18). Estas perdas estariam relacionadas
a maior concentragéo e atividade da enzima urease (MOAL et al., 1995). Por
outro lado, no PD, o maior estoque de matéria organica na superficie do
solo pode aumentar a adsorgdo de NH,* impedindo a sua transformagéo para
aménia (ROJAS et al., 2012). Entretanto, a magnitude das perdas de aménia
decorrente da presencga de residuos vegetais é dificil de prever. Segundo da
Ros et al. (2005) a presenca de restos culturais de aveia na superficie do solo
diminuiu as perdas de N por volatilizagdo, uma vez que proporcionou maior
umidade no solo, em comparagao ao solo descoberto. Trabalho conduzido por
Duarte (2007) demonstrou que a presenca de restos de cultura de amendoim
forrageiro aumentou a quantidade de amdnia volatilizada das terras tratadas
ou ndo com ureia, enquanto restos de cultura de cana-de-agucar reduziram as
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perdas de N por volatilizacdo. Esse autor também relatou que a manutencéo
de restos de cultura de milho exerceu pouca influéncia nas perdas de NH,.
Rojas et al. (2012) n&o verificaram efeito de diferentes plantas de cobertura
de solo que antecederam o cultivo do milho no processo de perdas de N por
volatilizagao.

Tabela 18. Efeitos comparativos do sistema de preparo de solo na volatilizagdo de
amonia em areas fertilizadas com ureia.

Plantio Plantio

LT direto convencional ACIEIEE
Milho 78 % 30,7 % Lara Cabezas et al. (1997)
Estudo de 21% 3.7% Rochette et al. (2009)
laboratério
Milho 14-18% 1-3% Rojas et al. (2012)

Tipo de solo

A emissdo de amobnia podera ser menor em solo argiloso em decorréncia
do maior poder tamp&o da acidez do solo e a maior capacidade do solo
em reter o aménio produzido pela hidrélise da ureia nos sitios de troca
(CANTARELLA, 2007).

Plantas

As plantas possuem capacidade de absorver quantidades significativas
de NH, pelas folhas. A amoénia € absorvida apos sua dissolugéo no filme de
agua que recobre a epiderme foliar e a cavidade estomatica. Isso ocorreria,
principalmente, com a formagao de orvalho, reduzindo as perdas daquele gés
do sistema solo/planta para a atmosfera (DENMEAD et al., 2008). Trabalho
desenvolvido por Boaretto et al. (2008) demonstrou que 82,3 % do nitrogénio
aplicado na superficie de um solo coberto com palha foram volatilizadas e,
desse total, 50,6 % foram reabsorvidos pela planta. Dobermann (2005) ao
utilizar dados de cerca de 800 experimentos, estimou que, em média, 51 %
do N aplicado foi recuperado pelas partes aéreas de cereais. Por outro lado,
Boaretto et al. (2013) relataram que a quantidade de NH, absorvida por
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arvores de laranjeiras representou apenas uma pequena proporcdo das
perdas gasosas totais de N.

9.1.2. Métodos para reduzir as perdas de amonia por volatilizacao

« Aplicar o fertilizante 5 — 10 cm abaixo da superficie do solo.

A maneira mais eficiente de reduzir as perdas de aménia por volatilizacdo é
a incorporacao da ureia ao solo. Este tipo de manejo aumenta o contato do
fertilizante com o solo, favorecendo a adsorgéo de NH,* as cargas negativas.
Entretanto, a incorporacdo da ureia acrescenta um custo a adubacéo, que
pode ser elevado em solos cobertos com grandes quantidades de palha,
como é o caso, por exemplo, do sistema de plantio direto da cultura de cana-
de-acgucar, colhida sem despalha a fogo. A profundidade de incorporacéo
da ureia pode variar com a textura e CTC dos solos (RODRIGUES; KIEHL,
1986), o que impede fazer generalizagdes.

» Fazer a aplicacéo da ureia de forma parcelada

Este tipo de manejo ajuda a reduzir as perdas do N aplicado ao solo, uma
vez que pode suprir a cultura no momento de maior demanda pelo nutriente.
Neste caso, parte do N seria aplicado no momento da semeadura e parte em
cobertura.

« Aplicar a ureia atendo-se as possiveis ocorréncias de chuvas

Em volumes adequados, a precipitagdo tem o potencial para transportar
a ureia para maiores profundidades do solo, e assim reduz as perdas de
amoénia.

« Utilizar fertilizantes de eficiéncia aumentada

Fertilizantes de eficiéncia aumentada tém sido desenvolvidos para retardar
ou mesmo controlar a liberagdo de nutrientes, de modo que eles possam
estar disponiveis para a planta por um periodo maior de tempo. Essas
caracteristicas geram efeitos benéficos, tanto do ponto de vista ambiental
quanto agronémico (TIMILSENA et al., 2015).
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O termo fertilizantes de eficiéncia aumentada comecou a ser utilizado quando um produto nitrogenado

de lenta liberagao (ureia formaldeido) foi patenteado, em 1924, na Europa.

Os fertilizantes de eficiéncia aumentada podem ser classificados em
fertilizantes de liberagdo lenta ou controlada e em fertilizantes estabilizados
(HALL, 2005). Os fertilizantes de liberagédo lenta apresentam propriedades
de atrasar ou prolongar, de maneira significativa, o tempo de liberagao do
nutriente no solo, em relagéo as fontes soluveis tradicionais (NASCIMENTO
et al., 2012). A parte sollivel em agua é rapidamente disponivel, enquanto a
outra é liberada de forma gradual, por um periodo mais longo. Grande parte
dos trabalhos com fertilizantes de liberacdo lenta tem se concentrado na
utilizagdo de ureia submetida a uma reagdo com formaldeido (38 % N) que
estdo no mercado desde 1955 (GUERTAL, 2009).

Osfertilizantes de liberacao controlada contém uma camada ou barreira
que previne o contato direto dos nutrientes com o meio circundante. A
entrada de agua nestes granulos é controlada, o que faz com que ocorra
um atraso na disponibilidade inicial dos nutrientes, otimizando, assim,
as suas absorcdes pelas plantas. O recobrimento desses fertilizantes
pode ser realizado com polimeros inorganicos, organicos e sintéticos.
Essas substancias sdo derivadas de poliamidas, enxofre elementar
(FERREIRA, 2012), micronutrientes como cobre e boro, acidos humicos,
carvao oxidado (GUIMARAES, 2011; PAIVA et al., 2012) ou outros aditivos.
Nesse tipo de fertilizante, a liberacdo do N é controlada pela composi¢éo
ou espessura do recobrimento. A ureia revestida com enxofre foi o primeiro
fertilizante de liberacdo controlada a ser desenvolvido em escala comercial.

Fertilizantes nitrogenados de liberacao lenta:

« Isobutilidene diureia—31 % N
« Ureaformaldeido — 38 % N
« Crotonilidene diureia — 32 % N
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Fertilizantes nitrogenados de liberagao controlada:

« Ureia recoberta com enxofre
« Ureia recoberta com polimeros

Embora a ureia revestida com polimeros venha sendo citada como nova
opgédo para reduzir a volatilizagdo da NH,, as pesquisas ainda fornegem
resultados contraditérios (VILLALBA, 2014). O volume de dados experimentais
ainda nao é suficiente para determinar quais sao as situacdes em que esse
tipo de produto pode trazer vantagens, o que dificulta a recomendagéo segura
desta tecnologia (VALDERRAMA et al., 2011). A maioria dos polimeros
utilizados como revestimento da ureia decompde-se muito devagar, deixando
residuos que podem trazer problemas ambientais. Ademais, esse tipo de
tecnologia nao apresenta um adequado custo/ beneficio.

Fertilizantes estabilizados sdo aqueles que se modificam durante o
processo de fabricagcdo com a introducdo de inibidores da nitrificagdo ou
inibidores da urease (Tabela 19). Estes possuem maior importancia no
mercado em virtude do alto custo dos fertilizantes de liberacdo lenta ou
controlada.

Tabela 19. Dados de experimentos a campo que demonstram o efeito de inibidores
da urease sobre a volatilizagdo da aménia.

Volatilizacao Volatilizagao
sem inibidorda com inibidor da

kg de N ha urease urease Referéncia

(% do N aplicado)

Brasil 140 13,0 4,0 Marcondes (2007)
Sanz-Cobena et al.
Espanha 170 10,1 5,9 (2008)
Brasil 1.2 7.2 Cantarella et al
(varias 80-100 254 15,2 (2008) ’
localidades) 7,2 1,6
Austria 80 9,5 1,0 Turner et al. (2010)

Inibidor da urease: Tiofosfato de N-(n-butil) Triamida
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Estudos relacionados a inibigdo da enzima urease ja datam de mais
de 60 anos (CONRAD, 1940) e um grande numero de compostos, com
diferentes caracteristicas, tem sido testado e patenteado como inibidores
da urease. No entanto, nem todos os compostos apresentam os requisitos
necessarios para serem eficazes em baixas concentragoes, estaveis e
compativeis com a ureia, degradéveis no solo e de baixo custo.

Atualmente, o NBPT (Tiofosfato de N-(n-butil) Triamida) (Figura 31) é o
inibidor da urease mais amplamente utilizado e é comercializado em mais de
70 paises (TRENKEL, 2010). Esse produto ndo é um inibidor direto da urease.
Ele tem que ser convertido em seu analogo de oxigénio (Fosfato de N-(n-
butil) Triamida - NBPTO) (Figura 32), que é o verdadeiro inibidor (BREMNER,;
AHMAD, 1995). A inibicdo enzimatica pelo NBPT & especifica para a urease
(KISS; SIMIHAIAN, 2002) e n&o é toxico para o ambiente, uma vez que a sua
degradacéo gera N, S e P. A sua utilizagdo ndo tem mostrado efeitos sobre as
propriedades bioldgicas do solo, o que torna o seu uso mais viavel. O NBPT
bloqueia trés sitios ativos da urease (MANUNZA et al., 1999) e os resultados
sdo, geralmente, satisfatérios a baixas concentragdbes (CANTARELLA et
al., 2008). A inibicao da hidrolise da ureia ocorre por um periodo de 3 a 15
dias, 0 que permite a movimentagédo do fertilizante, por difusdo, para as
camadas mais profundas do solo, que resulta em menores perdas de NH,
(CANTARELLA; MONTEZANO, 2010). A magnitude de decréscimo das
emissOes deste gas, em decorréncia da aplicagdo da ureia associada ao
NBPT, pode variar de 29 % a 89 % (CANTARELLA et al., 2005). Em cana-de-
agucar a aplicacéo da ureia associada aquele inibidor proporcionou redu¢des
de 15 % a 78 % nas emissdes de NH,, dependendo das condigdes climaticas
nos dias posteriores a aplicacdo do N (CANTARELLA et al., 2008). Segundo
estes autores, embora a adigdo do NBPT a ureia tenha ajudado a controlar
as perdas de aménia, ela foi menos efetiva, quando chuvas suficientes para
incorporar a ureia no solo ocorreram 10-15 dias, ou mais, apds a aplicacédo
do fertilizante. Efeitos benéficos da utilizacdo de inibidores da urease foram
também obtidos por Marchesan et al. (2013).
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Figura 31. Estrutura quimica do NBPT, (Tiofosfato de N-(n-butil) Triamida).

Figura 32. Estrutura quimica do NBPTO (Fosfato de N-(n-butil) Triamida).

O uso de zedlitas, minerais aluminossilicatos cristalinos hidratados, é
também uma alternativa no sentido de diminuir as perdas de aménia por
volatilizag&o, uma vez que protege o ion NH,* da nitrificago. Esses minerais
apresentam trés propriedades principais: alta capacidade de troca de cétions,
alta capacidade de retencdo de agua livre nos canais estruturais e alta
habilidade de adsor¢éo, o que lhes conferem grande interesse para uso na

agricultura (ALVES et al., 2007).

Principais vantagens da utilizagdo de fertilizantes de liberacéo lenta ou

controlada e estabilizados:
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- fornecimento regular e continuo do nutriente na época de maior demanda
pelas plantas;

- menor frequéncia de aplicacdo dos fertilizantes;

- reducéo de perda do nutriente por diferentes processos;

- eliminagdo de danos as raizes decorrentes da alta concentragéo de sais;
- maior praticidade no manuseio do fertilizante;

- reducdo dos custos de producio;

» Uso de fertilizantes com caracteristicas acidas

A aplicagéo da ureia associada a fertilizantes com caracteristicas acidas é
outraforma de diminuir as perdas de NH, por volatilizag&o. O sulfato de aménio
€ a fonte de N com carater mais acidificante. Quando misturado a ureia, pode
acarretar aumento da concentragdo de ions H* préximos aos granulos do
fertilizante e diminuir as perdas de N por volatilizagdo. Redugdes de 29 % nas
perdas de NH, podem ser obtidas em decorréncia da compactacao de sulfato
de am@nio e ureia (OLIVEIRA et al., 2014).

* Manipular a dieta de animais de modo a reduzir a quantidade de N depositada
na urina

Grande parte do N da urina (70 - 90 %) esta na forma de ureia que é
rapidamente hidrolizada pela enzima urease, provocando a volatilizagéo da
amoénia (HAYNES; WILLIAMS, 1993). A concentracdo de N na urina pode
apresentar grande variagdo em decorréncia da quantidade de N fornecido
pela dieta e pelo consumo de agua. Segundo Osada et al. (2011) uma dieta
de baixo teor proteico suplementada com aminoacidos sintéticos pode reduzir
a excregao de N pela urina.

9.2. Lixiviacao do nitrato

O nitrato (NO,), que é a forma de nitrogénio predominante em solos
sem restricdo de oxigénio, pode contaminar aguas subterrdneas por meio
da lixiviagdo. Esse processo consiste na descida do N no perfil do solo até
profundidades abaixo daquelas exploradas pelas raizes.
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A ocorréncia do nitrato no solo é atribuida, principalmente, ao processo
de nitrificacdo, em que o amoénio, carregado com cargas positivas, é oxidado
para nitrito, que por sua vez é oxidado para nitrato. Em ambientes tropicais as
superficies das argilas apresentam, predominantemente, cargas negativas
na camada aravel, o que resulta na adsor¢do do ion aménio aos coloides
do solo. Contrariamente, o nitrato com carga negativa ndo é adsorvido,
permanecendo, principalmente, na solucdo do solo. Se ocorrerem fluxos
verticais elevados de 4gua, o nitrato estara susceptivel a lixiviagdo. Em geral,
dois fatores fundamentais determinam as quantidades de NO,’ lixiviadas para
além da zona das raizes: a quantidade acumulada no solo acima daquela
requerida para absor¢éo pelas plantas e o volume da 4gua de drenagem.

O processo de lixiviagdo pode representar, em média, perdas de 10 %
a 30 % do nitrogénio adicionado aos solos (MEISINGER et al., 2008). No
entanto, nas condigcbes brasileiras, sdo poucos 0s casos de altas perdas
por lixiviacao relatados na literatura. Cantarella (2007) avaliou dezenas de
experimentos e observou que as quantidades de nitrogénio lixiviadas em
solos no Brasil sdo pequenas, embora periodos de chuvas intensas possam
provocar perdas em situagdes na qual a lixiviagdo de nitrato ndo seria comum.
Segundo esse autor, as perdas de nitrogénio por lixiviagado na América do Norte
e na Europa sdo muito maiores do que as do Brasil, em decorréncia da maior
aplicagao de fertilizantes nitrogenados e do cultivo em solos com lengol freatico
pouco profundo. Segundo Bakhsh et al. (2005), a grande lixiviagdo daquele
anion, sob determinadas condicdes, se deve ao crescente uso de fertilizantes
nitrogenados na busca de produtividades cada vez maiores, sem se observar
0 consequente impacto ambiental.

Embora o nitrato em si ndo seja téxico, a sua presenga nas aguas
subterraneas é maléfica para a populagdo, uma vez que este anion pode
ser microbiologicamente reduzido no trato gastrointestinal para nitrito.
A acidez normal no estdbmago de humanos adultos tende a prevenir ou
minimizar tal redugéo, mas as criangas com menor acidez estomacal séo
altamente susceptiveis. O nitrito, ao alcangar a corrente sanguinea, reage
com a hemoglobina e forma um composto denominado metahemoglobina,
que diminui a capacidade do sangue de transportar oxigénio dos pulmdes
para o resto do corpo. Nessa situacdo, a crianga estd sujeita a doenga
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denominada metahemoglobinemia, ou sindrome do bebé azul (JENKINSON,
2001). Essa doenca foi primeiramente reportada entre os anos de 1940 e
1950 e é letal quando 70 % da hemoglobina do corpo é convertida em
metahemoglobina. No sangue de adultos, enzimas convertem de forma
continua aquela substancia para hemoglobina, de modo que seu nivel nao
excede 1 %. A Organizacdo Mundial da Saude relatou cerca de 2000 casos
de metahemoglobinemia no mundo, entre os anos de 1945 e 1986, sendo
que em torno de 160 criangcas morreram. O nitrato pode também reagir
quimicamente com compostos aminados, que forma nitrosaminas e séo
altamente carcinogénicas. No Chile, investigacbes epidemiol6gicas sobre
a associagdo entre cancer e fertilizante nitrogenado demonstraram que
49,3% das pessoas expostas ao nitrato de sédio morreram em decorréncia
daquela doenca (ZALDIVAR; ROBINSON, 1973). Na Espanha, em vérios
municipios da provincia de Valenca, o aumento da quantidade de nitrato
na agua de beber elevou a taxa de mortalidade de pessoas de ambos os
sexos, em decorréncia de cancer no estdmago e na préstata (MORALES et
al., 1995). Existem também relatos de ocorréncia de disfungéo da glandula
tireoide, de baixo armazenamento da vitamina A e de doencgas do coracéo
(GRIZZETTI et al., 2011), resultantes do consumo de dgua com alto teor
daquele anion.

O nitrato pode também causar problemas na saude animal. Ruminantes
(bovinos e ovinos) e alguns monogastricos (equinos) apresentam certas
bactérias no trato digestivo que convertem nitrato em nitrito, levando a uma
forma de envenenamento (MEDEIROS et al., 2003). A fonte mais comum de
intoxicagdes de bovinos por nitrato ocorre em consequéncia da ingestao de
plantas com altos niveis desse anion (JONCK et al., 2013).

Os problemas relativos aos conteudos de NO,” na agua de beber sao
tdo sérios que padrbes internacionais estabeleceram um limite de 11
mg de N-NO, L'. A primeira normatizagdo da qualidade da agua para
consumo humano no Brasil foi a Portaria n° 56/1977, criada na década de
1970, sob a responsabilidade do Ministério da Saude (LIMA, 2008). A partir
dessa data vérias Portarias foram criadas, ficando estabelecido o valor de
10 mg L' de nitrato, como o maximo permitido nas aguas utilizadas pela
populagéo. Entretanto, alguns dados demonstram que, em areas exploradas
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com agricultura irrigada, a concentragdo de NO,™ no lencol freatico pode
exceder a concentragéo de 200 mg L' (CHOWDARY et al., 2005). Estudos
conduzidos nos aquiferos dos pampas argentinos mostraram que 70% das
amostras analisadas tinham niveis de nitrato de 160 mg L, resultante da
alta producao de residuos industriais, domésticos e de areas agricolas. Na
Tailandia, foram encontrados niveis de nitrato na agua tao altos como 150
mg L', em campos de cultivo intensivo (TIRADO, 2007). Em &reas agricolas
na Europa (cerca de 90 milhdes de ha) os niveis de nitrato estdo acima de
25 mg L' e, aproximadamente, 22 % tém excedido 50 mg L' (VELTHOF et
al., 2009).

Nas aguas superficiais o excesso de N exerce papel relevante na
atividade biolégica, uma vez que pode causar o fendmeno da eutroficagéo
(Figura 33). Esse termo refere-se a excessiva producao de algas e plantas
aquaticas em decorréncia do alto aporte de nutrientes aos cursos d’agua.
Apds a morte das algas inicia-se o processo de decomposi¢cdo em que 0s
organismos utilizam o O, dissolvido na agua para obtengéo de energia. A
falta de oxigénio pode levar a uma série de alteragdes quimicas e bioldgicas,
como, por exemplo, a mortandade de peixes (SMITH; SCHINDLER, 2009),
e tornar estas aguas impréprias para uso doméstico e de recreacgéao.

9.2.1. Fatores que afetam as perdas de nitrato por lixiviacao

Temperatura, quantidade de chuva e de irrigacao

O aumento da temperatura pode provocar maior decomposicdo da
matéria organica do solo, resultando em maior risco de lixiviagao do nitrato,
independentemente da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados (JABLOUN
et al., 2015). A aplicacdo de agua por irrigacdo, se feita em excesso pode
provocar grandes perdas de N por lixiviagdo. Por outro lado, periodos secos
ou de escassez de chuvas, em geral, resultam em acumulo desse ion na
superficie do solo em decorréncia do baixo crescimento e absorgdo pelas
plantas.
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Textura do solo

Perdas de NO, por lixiviagdo sdo maiores em solos rasos e arenosos
(CORSI et al., 2001). Esses solos sédo, em geral, pobres em matéria orgéanica,
possuem baixa capacidade para reter o nitrato, que, livre em solucao, ficara
sujeito a lixiviagdo para as camadas mais profundas. Nos solos argilosos a
menor movimentagao da dgua e o maior potencial de desnitrificagdo diminuem
as perdas do NO, por meio do escorrimento no perfil do solo. Dynia (2000)
verificou acimulo desse ion entre 220 e 460 cm de profundidade em solo
argiloso, e entre 340 e 600 cm de profundidade em solo arenoso.

Processo de eutroficacao

Chama-se eutrofizagéo ou eutroficagdo o fenédmeno causado pelo excesso de nutrientes num corpo de agua mais
ou menos fechado (rios, lagos, baias, estuarios, etc), que leva a proliferacdo excessiva de algas. Estas, ao
entrarem em decomposigao, provocam aumento do nimero de microorganismos heterotréficos e da demanda de
O,, com consequente deterioragdo da qualidade da agua. Em geral, a eutroficagéo € um processo de origem
antrépica (provocado pelo homem), causado por dejetos domésticos (esgoto), fertilizantes agricolas e efluentes
industriais, diretamente despejados ou percolados em diregdo aos cursos hidricos.

Figura 33. Floragao de cianoficeas na Represa Billings em 08/06/06. Fonte: Cetesb (Reproduzida com autorizagao)
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Sistemas de uso da terra

De modo geral, as pesquisas demonstram que menor lixiviagéo do nitrato
ocorre em solos de florestas, seguidos por solos com pastagem e, por fim,
por solos agricolas. As menores perdas em solos de floresta ocorrem em
consequéncia da auséncia ou das baixas taxas de aplicacédo de fertilizantes
nitrogenados. Além disso, por serem geralmente mais acidos, esses solos
contém mais N na forma amoniacal, que pode ser adsorvida aos coloides
do solo. A lixiviagdo do nitrato em solos florestais pode variar de cerca de
1 a 15 kg N ha' ano” (KIESE et al., 2011). Por outro lado, a derrubada de
arvores pode liberar grandes quantidades de N, que poderéo ser lixiviadas
ou lavadas por meio da erosao do solo. A queima de florestas é outro fator
que contribui para o0 aumento das perdas de N por lixiviagao.

E dificil diferenciar o potencial de lixiviagdo de nitrato em sistemas de
cultivo, em decorréncia das diferengas existentes nos diversos tipos de solo,
clima, uso de fertilizantes, manejo do solo e condicdes experimentais. Os
resultados relativos a lixiviagdo do NO, em sistema de plantio direto (SPD),
comparativamente ao sistema convencional (SPC), ainda sdo contraditérios.
No SPD, a baixa evaporacdo da agua, decorrente da manutencdo dos
residuos vegetais e auséncia de revolvimento do solo, pode provocar
maior lixiviagdo do NO,” (ERIKSEN et al., 2008). Por outro lado, no SPC,
o revolvimento do solo pode provocar maior decomposicdo da matéria
orgéanica e dos residuos culturais incorporados ao solo intensificando a
lixiviagdo daquele ion (BAYER; MIELNICZUK, 1997). EImi et al. (2003)
relataram que o sistema de cultivo ndo teve efeito sobre as perdas de nitrato,
enquanto Mkhabela et al. (2008) observaram maior lixiviagdo do nitrato em
manejo convencional relativo ao plantio direto (Tabela 20).

Tabela 20. Lixiviagdo de NO, em areas cultivadas em sistema de plantio direto (SPD)
e de plantio convencional (SPC).

Sistema de cultivo

Cultura SPD SPC Referéncia
Milho + - Muzilli (1983)
Fumo - + Kaiser (2006)

+, maior lixiviag&o; -, menor lixiviagdo
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Fertilizantes nitrogenados

Os adubos nitrogenados existem em varias formas quimicas e podem
ter efeitos diferenciados na lixiviagdo do nitrato. Esses efeitos podem estar
ligados a intensidade de nitrificacdo a que esses fertilizantes estao sujeitos
em determinados tipos de solos e condicdes ambientais. A adicdo de
fertilizantes nitrogenados amoniacais ou amidicos, a solos 4cidos, retarda
a percolacdo de N em relacdo aos adubos nitricos, uma vez que mantém
o NH,* adsorvido, por certo tempo, nas cargas negativas (MANTOVANI et
al., 2007).

Matéria organica do solo

O N esta presente em muitos tipos de substancias organicas que podem
ser mineralizadas. Condi¢bes que favoregam esse processo, em época de
pouca demanda de N pela planta, aumentarado o potencial de lixiviagdo do
nitrato.

Inibidores da nitrificacao (IN)

Inibidores da nitrificacdo (IN) sdo compostos que podem atrasar ou
tornar mais lento o primeiro passo do processo da nitrificacdo, por meio da
interferéncia na atividade dos microrganismos responsaveis pela redugao
do amonio a nitrito (TRENKEL, 2010).

A acdo dos IN baseia-se na inibicdo da atividade da enzima
monooxigenase da amdnia (MOA), que é responsavel pela oxidagdo do
amonio para hidroxilamina. Esses IN tém afinidade pelo mesmo sitio ativo
daquela enzima e, por principio de competigéo, ligam-se a ele, inibindo
0 processo por mais ou menos tempo, dependendo da estabilidade do
composto (MCCARTY, 1999). O menor contetido de hidroxilamina diminui
o teor de nitrito, cuja oxidacdo resultaria na formagédo de nitrato no solo,
conforme as equacdes 19, 20 e 21. A auséncia deste tipo de reacgéo faz
com que o N na forma amoniacal, que € menos sujeito a lixiviagao, fique
preservado no solo por mais tempo.




Ciclo do Nitrogénio em Sistemas Agricolas

MOA

NH, + O, + 2H* ==y NH,OH + H,0O (MOA - enzima monooxigenase da
amoénia) (Equacéo 19)

HAO

NH,OH + H,O === NO, + 5H* (HAO - enzima oxidoredutase da
hidroxilamina) (Equacgéo 20)

2NO, + O, =m===p 2NO, (Equacéo 21)

Embora existam varios compostos patenteados como inibidores da
nitrificacdo, poucos demonstraram eficiéncia agronémica e econdmica
simultaneamente (Tabela 21). Até ha pouco tempo, a nitrapirina e
a dicianodiamida (DCD) (Figuras 34 e 35) eram os que tinham melhor
aceitagdo no mercado. A nitrapirina, porém, apresenta a desvantagem
de possuir pressdo de vapor relativamente alta, o que ndo permite sua
incorporacao em fertilizantes solidos. Além do mais, ela pertence ao grupo
dos organoclorados, é corrosiva e possui caracteristicas explosivas, o que
tem limitado o seu uso (TRENKEL, 1997). Por outro lado, a dicianodiamida
(DCD) € um dos inibidores da nitrificagdo mais usados em varios paises.
Ele é empregado em vérias formulagcdes comerciais e apresenta uma série
de vantagens que justificam o seu uso, ou seja: menor custo de producéo,
menor suscetibilidade a volatilizagdo, adequacéo para uso em conjunto
com fertilizantes sélidos, além de conter 65 % de N, o que o torna um
fertilizante de liberacdo lenta. O DCD se decompde no solo apés algumas
semanas em NH,* e CO, (FRYE, 2005). Segundo Weiske et al. (2001), o
periodo de efetiva inibigao dos IN varia de 3 a 10 semanas, dependendo
do produto e do tipo de solo.
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Tabela 21. Efeitos da utilizagdo de inibidores da nitrificacdo associados a adubos
nitrogenados no aumento da eficiéncia de utilizagdo de N pelas plantas.

Inibidor Efeito do IN Cultura Referéncia

Nitrapirina Aumento da eficiéncia de Aveia Longeri et al. (1988)
utilizacéo do N em 38-74 %

DCD Aumento da eficiéncia de Pastagem Mosier et al. (1998)
utilizacdo do N em 80 %

DCD Reducdo da taxa de oxidagdo Incubagéo do Barth (2009)

do aménio. A maior eficiéncia solo em laboratério
do inibidor foi associada

a solo de textura média,

comparativamente a arenosa e

argilosa.

DCD e DMPP A eficiéncia de ambos IN foi Incubagéo do Barth (2009)
bem maior em solo de textura solo no laboratério
arenosa quando comparado ao
solo argiloso

DCD Aumento da eficiéncia de uso Milho Marcelino (2009)
do N da ureia pelo milho, porém
sem incremento no rendimento
de gréos

Nitrapirina Anitrapirina diminuiu a atividade Fisk et al. (2015)
de microrganismos oxidadores
da ambnia, sem modificar a
abundancia do gene amoA.

DMPP O DMPP foi pouco efetivo em Shi et al. (2016)

inibir a oxidacdo de amoénia
em solos &cidos de pastagem.
Isso poderia ser atribuido
ao crescimento limitado das
bactérias oxidadoras da aménia
sob condigdes de baixo pH e a
alta taxa de adsorcdo do DMPP
pela argila e matéria organica.
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Figura 34. Estrutura quimica da nitrapirina.

Figura 35. Estrutura quimica da dicianodiamida.

O uso de inibidores da nitrificagao, por outro lado, pode causar aumento da
concentracdo de amdnio no solo, estimulando a perda de N por volatilizagdo
e, portanto, devem ser utilizados com cautela (BANERJEE et al., 2002). A
utilizagdo conjunta de inibidores da urease (NBPT) e da nitrificagdo (DCD)
seria uma estratégia que poderia resultar na reducao das perdas de N, tanto
por volatilizagéo da NH,, como por lixiviagdo do nitrato (ZAMAN et al., 2008).
Entretanto, a eficiéncia da combinag¢éo do NBPT + DCD em reduzir as perdas
de N do solo é influenciada por praticas de manejo, tais como irrigacdo e
condigbes climaticas (SANZ-COBENA et al., 2012), o que podera levar a
obtencgéo de resultados contraditérios em relagao a eficiéncia de utilizagao
daquela técnica (ZAMAN et al., 2008).

Outro IN que tem sido muito utilizado é o DMPP (3,4-dimetil pirazolfosfato),
desenvolvido na Alemanha (Limburgerhof Research Centre) (FRYE, 2005),
e que ja esta disponivel no Brasil (Entec 269). O DMPP tem 26 % de N,
sendo 18,5 % na forma amoniacal e 7,5 % na forma de nitrato (SILVA et
al., 2008) (Figura 36). Este composto pode ser incorporado em fertilizantes
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sélidos e liquidos, é inofensivo para organismos aquaticos e terrestres, é
degradado biologicamente no solo e apresenta baixa mobilidade (LARRAIN,
2003). A sua utilizagdo vem apresentando bons resultados, proporcionando
incrementos na producéo e qualidade de varias culturas agricolas (WEISKE
et al., 2001; ZERULLA et al., 2001). Ele é altamente especifico na sua agéo e
somente uma pequena quantidade (0,8 % do N aplicado) é necessaria para
inibir a nitrificagdo por varias semanas (DIEZ-LOPEZ et al., 2008), embora a
duragéo dependa das condi¢gdes de umidade e temperatura.
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Figura 36. Estrutura quimica do 3,4-dimetil pirazol fosfato — DMPP.
Fonte: Zerulla et al. (2001).

Estudos sobre as susceptibilidades diferenciais dos microrganismos
responsaveis pela nitrificagdo aos inibidores nitrapirina, DCD e DMPP,
podem levar ao uso mais eficiente desses compostos. Os IN afetam de forma
diferenciada as bactérias e arqueias oxidadoras do amoénio. Uma possivel
razéo para isto pode estar relacionada as diferengas nas composicdes das
membranas celulares entre esses dois microrganismos (RUSER; SCHULZ,
2015), embora existam controvérsias. Menor efeito do DCD tem sido verificado
sobre as arqueias oxidadoras da amoénia relativo as bactérias, enquanto a
nitrapirina parece inibir de forma mais marcante as arqueias (SHEN et al.,
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2013b). Segundo Chen et al. (2015), o DMPP exerce maior efeito em inibir a
nitrificagdo e as bactérias oxidadoras da amoénia do que o DCD, revelando-se
como o IN ideal para as condigdes em que foram conduzidos 0s experimentos.

A utilizagdo de IN pode também afetar a atividade microbiana geral do solo
e a estrutura da comunidade de microrganismos ndo alvo. Entretanto, esse
tipo de estudo encontra-se ainda em uma fase incipiente, com resultados
contraditdrios. Segundo Guo et al. (2013), a utilizagdo do DCD, por longos
periodos de tempo, ndo afeta a abundancia de bactérias e arqueias nem a
atividade de determinadas enzimas do solo. Por outro lado, Patra et al. (2006)
observaram uma reducdo de 61 % no nimero de bactérias do solo apds a
aplicagcao de ureia com 0,5 % de DCD, em solo de textura argilo-arenosa.

Certas plantas, como a Brachiaria spp. € o sorgo, tém a habilidade de
suprimir a nitrificagdo por meio de inibidores bioldgicos (IBN) liberados pelas
raizes. Dentre os inibidores da nitrificacdo exsudados pelas raizes de sorgo,
podem ser citados o metil 3- (4-hidroxifenil) propionato, o sacuranetina e o
sorgoleone (SUBBARAO et al.,, 2015). Alguns desses compostos podem
inibir em até 40 % o processo de nitrificagdo (SUBBARAO et al., 2013).

A forma de N no solo (NH,” ou NO,) tem grande influéncia sobre a
sintese e liberagéo de inibidores bioldgicos da nitrificagdo (SUBBARAO et al.,
2015). Na presenga de NO,’, como Unica fonte de N, n&o ocorre a liberagao
de IBN pelas plantas, ao contrario do que ocorre na presenga de NH,". O
papel regulatério do cation na sintese e liberagao de IBN sugere uma fungéo
adaptativa em se proteger dos microrganismos nitrificadores (SUBBARAO
et al., 2009). A utilizagdo desses IBN seria uma estratégia benéfica nao sé
para a agricultura como também para o meio ambiente. Embora resultados
promissores decorrentes da utilizacio de IBN ja tenham sido obtidos (ZHANG
et al., 2015b), o numero de estudos nessa area ainda é limitado (PFAB et al.,
2012).
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Fatores que podem afetar os Inibidores Bioldgicos da Nitrificacao (IBN)

« Propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, por influenciar o ambiente perto da rizosfera de plantas.
Exemplos: = pH alcalino pode limitar a expresséo e estabilidade da fungéo dos IBN.

- solos com altos teores de matéria organica podem aumentar a atividade dos microrganismos, que
poderédo degradar os IBN.
« Existem poucas informagdes sobre como a temperatura e a umidade do solo modulam as fungdes de IBN
(SUBBARAO et al., 2013b).

Dejetos liquidos de suinos (DLS)

A suinocultura no Brasil tem apresentado um significativo crescimento
nas Ultimas décadas, com destaque para o estado de Santa Catarina, que é
responsavel por 27,4 % do abate nacional (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
PROTEINA ANIMAL, 2016). Diante desta intensificagdo na criagdo de suinos
no pais, houve uma crescente tendéncia em adotar o sistema de confinamento
total dos animais em todas as fases do ciclo produtivo. Entretanto, apesar de
Ser um processo com varias caracteristicas positivas, esse sistema incorre no
consumo de quantidades elevadas de agua para higienizagao das instalagoes,
gerando grandes quantidades de dejetos, geralmente na forma liquida.

Existem diversas alternativas de destino para esses dejetos (CARDOSO
et al., 2015), mas a sua utilizagdo como fertilizante do solo é a mais adotada
(GALLOetal.,2015). Estimativas indicam que os DLS gerados no Brasil podem
contribuir com até 10 % do total de fertilizantes consumidos anualmente no
pais (NICOLELLA et al., 2005). Entretanto, apesar de promover incremento
na producdo agricola (SCHIRMANN et al.,, 2013), esses dejetos podem
provocar perdas de NO, por lixiviagdo, devido a rapida taxa de oxidag&o do
N amoniacal ou em decorréncia de aplicagdes consecutivas e em grandes
quantidades. Desse modo, € necessario que a definicdo de doses adequadas
e o intervalo de suas aplicagbes sejam adequadamente estabelecidas.

Perdomo et al. (2001) verificaram que os teores de NO, detectados em
aguas subterr@neas de solos tratados com altas quantidades de dejetos
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liquidos (160 m®ha') foram dez vezes maiores que os detectados em solos ndo
tratados. Do mesmo modo, Fey et al. (2010) mostraram que a concentragao
de NH,* até a profundidade de 60 cm n&o foi alterada pelas doses de dejeto
suino. Em contrapartida o NO,  apresentou aumento de concentragéo na
camada mais profunda, indicando possibilidade de contaminagéo de aguas
subterraneas.

Utilizacao de lodo de esgoto (LE) na agricultura

O uso agricola do lodo gerado nas estagdes de tratamento de esgoto
promove o retorno de matéria organica e nutrientes para o solo, promovendo
aumento da produtividade de culturas e melhoria das condigbes fisicas,
quimicas e biolégicas do solo (BITTENCOURT et al.,, 2014). Entretanto,
Borba et al. (2015) alertam quanto ao potencial de contaminacdo do solo
pelo aumento da concentragdo de nitrato em areas que vem recebendo
sucessivas aplicacdes de LE. Dependendo das doses aplicadas, quantidades
consideraveis de nitrato podem ser lixiviadas da camada aravel dos solos
para além da zona de exploragdo das raizes (OLIVEIRA et al., 2001).
Segundo Kelling et al. (1977), teores de nitrato variando de 78 a 93 mg e
de 136 a 225 mg foram encontradas apés 10 a 15 meses da aplicagédo de
lodo em Molissolos cultivados com cereais, nas profundidades de 1,2 a 1,5
m, respectivamente. Do mesmo modo, Luczkiewicz (2006) constatou que
em solo suplementado com LE compostos nitrogenados como NO, e NH,*
podem ser lixiviados e atingir profundidades superiores a 0,8 m e contaminar
aguas subterraneas.

9.3. Emissao de 6xido nitroso de solos agricolas

A emissdo de N,O de solos araveis deve-se a multiplos processos
simultaneos que ocorrem no ambiente edafico. A maior parte do N,O emitida
pelos solos é produzida, principalmente, pelos processos biolégicos de
nitrificacdo, desnitrificacdo e desnitrificacdo por nitrificadores mediados por
fungos, bactérias e arqueias. Pequenas quantidades provém de processos ndo
bioldgicos, como a decomposicdo quimica do nitrito (quimiodesnitrificacdo) e
da hidroxilamina.
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A concentragdo atmosférica de N,O aumentou de 270 ppbv desde o
periodo pré-industrial para 320 ppbv, em 2005, e podera alcancar, em 2100,
valores entre 354 a 460 ppbv (SOLOMON et al., 2007). Este aumento tem sido
atribuido principalmente a agricultura em decorréncia da maior demanda
por alimentos de uma populagdo em constante crescimento. Segundo
Park et al. (2012) a produgéao de alimentos é, provavelmente, responsavel
por 80 % do acimulo do N,O na atmosfera ().
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Figura 37. Concentragbes atmosféricas de N,O em 1000 anos.
Fonte: Houghton et al. (2001).

Apesar de o 6xido nitroso ser conhecido, ha muitos anos, como constituinte
regular da atmosfera, a preocupagdo ambiental com suas emissdes surgiu
somente no inicio da década de 1970. Neste periodo foi demonstrado
o seu efeito na redugdo da camada de ozénio (O,), cuja fungéo é filtrar,
parcialmente, os raios ultravioletas que chegam a terra. Redugdes na camada
de 0zbnio podem provocar mudangas na temperatura e nos padrdes globais
de distribuicdo de chuvas, com sérias consequéncias para a vida das plantas,
animais e seres humanos. Convencionou-se chamar “buraco da camada de
0zbnio” a queda acentuada na concentragdo do ozénio existente na camada
protetora que reveste a Terra. Atualmente, este fendmeno torna-se mais forte
no final do inverno e primavera no hemisfério sul. Nesse periodo, uma area
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de, aproximadamente, 31 milhdes de quildbmetros — maior que toda a América
do Sul, ou o equivalente a 15 % da superficie da Terra — recebe uma maior
incidéncia de radiacdo UV-B. O buraco de oz6nio (Figura 38) na Antartida foi
descoberto por Joe C. Farman e sua equipe de pesquisadores, em 1979, mas
os dados das pesquisas somente foram publicados em 1985 (FARMAN et
al., 1985). Nas demais areas do planeta, a diminuicdo da camada de 0zbnio
também é alta e em termos globais ela vem diminuindo cerca de 3 % desde
1980 (PYLE; SHEPHERD, 2005).

Figura 38. Buraco de o0zdnio. Setembro de 2006.
Fonte: Estados Unidos (2017b).

O o&xido nitroso € altamente estdvel com um tempo de residéncia
atmosférica de 114 anos. Ele esta presente na atmosfera em concentracdes
bem menores que o didxido de carbono (CO,) e o metano (CH,) (EGGLESTON
et al., 2006), que sdo também gases de efeito estufa (GEE). As emissdes
desses gases sdo, geralmente, expressas em termos de equivalente de
CO,, denominado de PAG (Potencial de Aquecimento Global), calculado
para 100 anos de integragéo dos efeitos. Os valores do PAG para o CO,, o
CH, e 0 N,O séo 1, 21 e 310, respectivamente (EGGLESTON et al., 2006)
(Tabela 22). Em consequéncia do alto potencial de aquecimento global das
moléculas de N,O, pequenas mudangas na sua concentragéo tém um efeito
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desproporcionalmente grande no sistema climatico. Apesar desse poder
reativo e de sua alta meia vida, as emissdes deste dxido tém sido bem menos
estudadas que a do CO,.

Tabela 22. Potencial de aquecimento global (PAG) de diferentes gases de efeito estufa.

Concentracao na atmosfera

Gas traco PAG (ppbv)
Di6xido de carbono (CO,) 1 379000
Metano (CH,) 21 1760
Oxido nitroso (N,O) 310 320

Processos que contribuem para a formagéao do N,O no solo

« Disnitrificagdo conduzida por organismos capazes de usar 6xidos de nitrogénio como aceptores alternativos de
elétrons, sob condi¢des de limitada disponibilidade de oxigénio.

» Decomposicéo quimica da hidroxilamina durante o processo de nitrificagao autotréfica e heterotrofica.

+ Quimiodesnitrificac@o do nitrito.

« Desnitrificagdo por nitrificadores.

« Codesnitrificagdo de compostos organicos de N com o 6xido nitrico (NO).

» Amonificagao do nitrato ou redugéo dissimilatéria do nitrato para aménio.

Fonte: BUTTERBACH-BAHL et al. (2013)

Avaliagbes das fontes globais de N,O, feitas a partir de 1850,
demonstraram que as atividades agricolas sdo responséveis por cerca de
70 % do seu aumento na atmosfera (SOLOMON et al., 2007). No Brasil,
cerca de 50 % das emissdes deste gas sdo atribuidas a criagdo de animais.

Em uma mesma area com sistemas agricolas similares, as emissoes de
N,O variam no tempo e no espago. Isso ocorre devido a heterogeneidade
dos sistemas de onde o 6xido nitroso é emitido e em decorréncia das
interacdes entre as variaveis quimicas, fisicas e biolégicas do solo
(CLAYTON et al., 1994) (Tabela 23). A temperatura, a umidade e a
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disponibilidade de substrato (NO,)no solo sdo os maiores determinantes
relacionados a emissdo do N,O. Entretanto, sob algumas condigdes, o
poder elucidativo dessas variaveis é ainda pobremente entendido e
suas variacoes, as vezes, podem explicar apenas 50 % das oscilagoes
temporais das emissdes de N,O. Isso indica que outros fatores, como, por
exemplo, a dindmica da comunidade microbiana, podem também estar

controlando tal processo (LUO et al., 2013).

Tabela 23. Resultados de alguns estudos sobre emissdo de éxido nitroso de solos
agricolas.

Local Resultados Citacao

Ariquemes, RO A umidade do solo e a disponibilidade de nitrato Carmo et al. (2005)
foram essenciais para que ocorressem perdas de N
na forma de N,O.

Passo Fundo, Avaliagbes das emissdes de N,O demonstraram que Jantalia et al. (2006)
RS os maiores fluxos desse gas ocorreram nos periodos
Londrina, PR de chuvas mais intensas, desde que coincidentes

com a época de aplicagéo do fertilizante nitrogenado.
Passo Fundo, Nenhuma relagédo foi observada entre o fluxo de Jantalia et al. (2008)
RS N,O, o espago poroso preenchido com &agua e o N

mineral do solo.

Rio Verde, GO A umidade foi a variavel do solo que mais interferiu Siqueira Neto et al.
no fluxo dos gases de efeito estufa. A area sob (2011)
pastagem foi a Unica situagdo em que os fluxos de
N,O apresentaram correlages com as quantidades
de N inorgénico.

Bélgica Bactérias do género Bacillus spp. podem ser Verbaendert et al.
potenciais  contribuidores do processo de (2011)
desnitrificagéo.

Verificou-se uma correlagado significativa entre a
composigéo da comunidade de desnitrificadores e o
fluxo de N,O.

A significancia ecolégica dessas descobertas
demonstra que as comunidades funcionais de
microrganismos podem ser utilizadas nas predi¢oes
das taxas de emissdes de N,O.

Continua...
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Tabela 23. Continuacéo.

Local Resultados Citacao

Argentina O contetido de NO, no solo sem cultivo foi a varidvel Alvarez et al. (2012)
que mais influenciou as emissdes de N,O.
A fertilizacdo nitrogenada do milho aumentou a
emiss&@o de N,O, enquanto que nenhuma diferenca
significativa foi encontrada em fungdo do sistema de
cultivo.

Rio Grande do As emissdes de N,O em é&reas cultivadas com Carvalho et al.
Sul feijoeiro comum irrigado, em sistema de plantio (2013)

direto, foram maiores para os tratamentos com

cobertura de braquidria, independentemente da

fertilizagdo com nitrogénio.

Aquecimento global

Aquecimento global é o aumento da temperatura média dos oceanos e da camada de ar préximo
a superficie da terra. Isso se deve, principalmente, ao aumento das emissdes de gases de efeito estufa.
Os trés principais gases que causam este fenénemo s&o o diéxido de carbono (CO,), o metano (CH,) e
o 6xido nitroso (N,O) (IPCC, 2007), sendo os dois Ultimos os mais potentes.

O efeito estufa € um efeito natural fundamental para a manutengéo da vida na terra. Sem ele, o
planeta poderia se tornar muito frio, inviabilizando a sobrevivéncia do ser humano. Normalmente, parte
da radiagao solar que chega ao planeta é refletida e retorna para o espago. Outra parte é absorvida pelos
oceanos e pela superficie terrestre e uma parte é retida pela camada de gases. Entretanto, devido as
atividades humanas, essa camada tem se tornado cada vez mais espessa, impedindo que parte dos
raios solares retornem para o espago, ocasionando aumento da temperatura atmosférica.
Consequéncias do aquecimento global:

» Aumento do nivel do mar em decorréncia do derretimento das calotas polares
- Maior frequéncia de eventos climaticos extremos

- Efeitos negativos sobre a produtividade de diferentes culturas

» Extincdo de varias espécies de animais e vegetais

As medigGes de N,O de solos agricolas sdo normalmente feitas com o
uso de camaras estaticas que sdo distribuidas no campo. As variabilidades
dos varios fatores que afetam a emissdo do N,O sugerem que a sua
quantificacdo baseada em pontos limitados de medidas pode apresentar um
alto grau de incerteza. Do mesmo modo, picos de emissées podem ocorrer
em determinados periodos ndo estabelecidos para as suas medigdes. Tais
fatos demonstram que um dos maiores desafios no estudo das emissdes de
N,O do solo refere-se a sua quantificagéo.

13




Ciclo do Nitrogénio em Sistemas Agricolas

Consideravel quantidade de aménia pode ser perdida do solo apds a
aplicacdo de fertilizantes nitrogenados aos sistemas agricolas. Embora
a amoénia (NH,) néo seja, diretamente, um gas de efeito estufa, suas
transformagcbes na biosfera podem contribuir, potencialmente, para o
aquecimento global. Em decorréncia do seu ciclo curto na atmosfera, a
amonia também atua como fonte secundaria de N,O, quando for redepositada
na superficie do solo, onde, na presenca de agua, ela € convertida a NH,*.

Queima de florestas, savanas e cana-de-aglcar sdo também fontes em
potencial de N,O e ocorrem, principalmente, nos trépicos em decorréncia
do processo de desbravamento de areas cobertas com diferentes tipos de
vegetagdo. O N,O pode também ser emitido de atividades industriais durante
a queima de combustiveis fésseis. O volume emitido varia com o tipo de
combustivel, tecnologia, controle de poluicdo e com praticas operacionais.
O N,O é também gerado como subproduto durante a produgéo de acido
adipico, que é utilizado na produgé@o de nylon e como um potenciador de
sabor de alguns alimentos.

9.3.1. Fertilizantes nitrogenados e a emissao de 6xido nitroso

9.3.1.1. Fertilizantes minerais

O aumento da aplicagao de fertilizantes nitrogenados sintéticos torna-se
necessério frente a demanda por alimentos de uma populagdo mundial em
constante crescimento. A utilizagdo desses fertilizantes resulta em maior
suprimentode NH,"e NO, nosolo. Oaménio é utilizado pelos microrganismos
no processo da nitrificacdo, e o nitrato na desnitrificagdo. Como a maior
parte do N,O emitido é produzida por esses dois processos, o N inorgénico
adicionado ao solo aumenta, potencialmente, as emissdes de 6xido nitroso
(CARDENAS et al., 2010). Geralmente, ocorre acentuada emisséo de N,O
imediatamente apds a aplicacao do fertilizante, que perdura por volta de seis
semanas, dependendo das condigbes do solo. Apos esse periodo, a taxa de
emissdo cai e flutua em torno de um valor baixo, independentemente das
quantidades de fertilizantes aplicadas (MOSIER et al., 1983). Alves et al.
(2010) relataram que o efeito da fertilizagdo nitrogenada sobre a emisséo
daquele gas se restringiu ao primeiro més apds a sua aplicagéo no solo.
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Embora alguns autores tenham obtido relagdes positivas entre as taxas de
fertilizantes nitrogenados aplicadas ao solo e a emissédo de N,O, a tendéncia
nem sempre foi linear (BELL et al., 2015). Essa auséncia de relagédo entre
os conteudos de N mineral no solo e as emissdes de N,O sugere que a
quantidade daquele elemento nem sempre € um bom indicador da intensidade
de produgéo daquele gas (ROCHETTE et al., 2004) e poderia refletir o alto
potencial de mineralizacdo do N orgéanico do solo (KAISER et al., 1998).

Arelagaoentre osteores de nitrato no solo e aemissdode N,O é amplamente
estudada e frequentes correlagdes positivas entre esses dois fatores tém sido
obtidas (LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2007; SANCHEZ-MARTIN et al., 2010).
Em alguns casos, porém, esse tipo de correlagdo s6 existe durante certos
periodos, apés o inicio de irrigacdes (LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2007), ou
para certas concentragbes de nitrato (VILAIN et al., 2010). Esses resultados
podem explicar as inexisténcias de associacdes, muitas vezes encontradas
entre as emissdes de N,O e os contetidos daquele anion no solo (GARLAND
et al., 2011; VALLEJO et al., 2006).

O tipo de fertilizante nitrogenado tem grande influéncia no processo de
emisséo de N,O. Segundo Galbally (1985) e Eichner (1990), as emissbes
de N,O oscilaram entre 0,001 % a 6,8 % do N aplicado (para cada 100
kg de N na forma de fertilizante, 6,8 kg de N eram emitidas na forma de
N,O), dependendo do fertilizante utilizado. Valores medios fornecidos
por Galbally (1985) foram de 0,5 % para aménia anidra e de 0,1 % para
fertilizantes amoniacais. Varios outros estudos, entretanto, demonstram que
essa amplitude pode ser bem maior variando de 0,001 % a 10 %, ou mais.
Logicamente que essas variagdes estdo relacionadas aos multiplos fatores
que afetam a emisséo deste gas. No cerrado, em solo cultivado com feijao
e milho, em sistema de plantio direto, a aplicagcdo de ureia resultou em
maior emisséo de Oxido nitroso do que o sulfato de aménio (CARVALHO
et al., 2010). Perdas de N,O variando de 0,7 % a 1,65 % do N aplicado
foram obtidas em éareas cultivadas com feijdo, onde o sulfato de aménio
ou lodo de esgoto foram utilizados como fonte de N (GONGCALVES, 2002).
Em éareas cultivadas com cana-de-agucar a aplicagdo de nitrato de aménio
promoveu uma emissdo mais intensa e mais rapida de N,O do que a ureia
(SIGNOR et al., 2013). Segundo Inselsbacher et al. (2011), a utilizagdo de
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nitrato de amoénio resulta em maiores emissdes de N,O, comparativamente
a aplicacdo de amdnio ou nitrato, individualmente. Zanatta et al. (2010)
relataram que as fontes nitricas promoveram maiores emissdes de N,O
em um Gleissolo, nas condicdes em que 0 espago poroso do solo estava
preenchido com agua. O autor concluiu que a redugé@o nas emissdes deste
gas poderia ser obtida pelo uso de fontes amoniacais e amidicas de N,
em detrimento de fontes nitricas. Em lavouras de arroz inundado Linquist
et al. (2012) relataram que a substituicdo da ureia por sulfato de aménio
aumentou as emissoes de N,O.

A utilizagdo de inibidores da nitrificagdo associados a fertilizantes
nitrogenados pode provocar grandes decréscimos nas emissdes de N,O
(Tabela 24). Redugbes de 56 a 86 % nas emissdes deste gas, em pastagens,
podem ser obtidas com a utilizagdo do DCD, que € um inibidor da nitrificagao.
Nesse caso, a acidez do solo deve ser levada em consideracdo, uma vez
que este fator pode influenciar a eficiéncia de utilizagdo daquele composto
(MOSIER et al., 1998). Sob algumas condigdes, a utilizagdo do DCD pode
n&o ter efeito em reduzir as emissées de N,O, como & o caso de locais
contaminados com urina de bovinos, em condi¢des tropicais (MAZZETTO et
al., 2015).

Tabela 24. Resultados de avaliages de emissées de N,O utilizando inibidores da
nitrificagao.

Resultados obtidos Referéncias

Os inibidores da nitrificagdo foram efetivos em reduzir Bhatia et al. (2010)
as emissbes de N,O de solos cultivados com milho,

tanto em sistema de plantio direto como no plantio

convencional.

A utilizagdo do inibidor da nitrificagdo, DCD, diminuiu Misselbrook et al. (2014)
as emissbes de N,O em 39 %, 69 % e 70 %,

respectivamente, em areas fertilizadas com nitrato de

amonio, ureia e urina de gado.

Redugdes variando de 3 % a 44 % na emissdo de N,O Lam et al. (2015)
podem ser obtidas em decorréncia da adigao do inibidor

da nitrificagao fosfato de 3,4-dimetil pirazole (DPPP) ao

fertilizante nitrogenado.

O DCD nao foi efetivo em mitigar as emissdes de N,O Riches et al. (2016)
em campos de cultivo de hortalicas na Australia.

Continua...
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Tabela 24. Continuagao.

Resultados obtidos Referéncias

O inbidor da nitrificagdo 3,4,-dimetilpirazol fosfato Massimiliano et al. (2016)
(DMPP), utilizado em associagdo com a ureia reduziu,

em media, 60 % da emiss&o de N,O, quando comparado

a utilizagéo de ureia sem o inibidor. A menor emissao

de N,O n&o foi associada a ganhos significativos na

produtividade do sorgo.

A aplicagéo de ureia, associada ao DCD, pode alterar Qing et al. (2016)
a emissdo de N,O, por regular o crescimento das

bactérias oxidadoras da amdnia, mas ndo das arqueias

oxidadoras da aménia.

9.3.1.2. Fontes organicas de nitrogénio

Fontes orgéanicas de N podem emitir mais N,O do que fontes inorganicas,
embora 0 numero de experimentos nessa area seja insuficiente para
comprovar tal hipétese (DAVIDSON, 2009). Um dos compostos organicos que
tem sido amplamente estudados no Brasil sdo os dejetos liquidos de suinos
(DLS). A aplicacéo de DLS ao solo como fertilizante pode favorecer a emisséo
de 6xido nitroso por estimular os processos de nitrificagdo e desnitrificacao,
uma vez que apresentam altos teores de N. Além de adicionar N ao solo,
os dejetos aumentam a quantidade de C no solo, que sdo essenciais para
o0 metabolismo dos microrganismos heterotréficos desnitrificadores. Apesar
desses fatores, Giacomini et al. (2006) relataram que a perda de N pela
emisséo de N,O, com a aplicagdo de dejetos liquidos de suinos, em plantio
direto e preparo reduzido do solo é pequena, representando menos de 0,30%
da quantidade total de N aplicada.

A aplicacao de palha, excrecdes de gado e de aves domésticas e residuos
de biogas, como fontes de N, podem reduzir a emisséo de N,O em solos
agricolas, comparativamente a utilizagao de fertilizantes nitrogenados (HE et
al., 2014). Contrario a esses resultados, existem relatos de que as emissdes
de N,O né&o foram modificadas ou mesmo aumentaram apos a aplicagéo de
estercos organicos ou do retorno da palha ao solo (JIANG et al., 2012). Esses
resultados conflitantes podem ser atribuidos as diferengas nas razoes C/N, a
facilidade de decomposi¢éo dos compostos orgénicos, as condi¢cdes do solo
ou as espécies de plantas utilizadas nos diferentes estudos (RIZHIYA et al.,
2011; RIYA et al., 2012).
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A suplementacéo do solo com biocarvao pode também afetar a emisséao
de N,O. Menores emissdes de N,O com a utilizagdo desse composto foi
primeiramente reportada por Rondon et al. (2005), em experimento de casa-
de-vegetacao. Entretanto, os diversos estudos que vém sendo realizados tém
revelado efeitos positivos e negativos da adogao dessa pratica na emisséao
do éxido nitroso. Maiores emissdes desse gas podem ocorrer durante os
periodos iniciais de suplementacdo do solo, em decorréncia dos maiores
conteudos de C labil presentes no composto (SINGH et al., 2010). Por outro
lado, segundo Cayuela et al. (2013), a capacidade tamp&o do biocarvéao
parece ser de fundamental importancia no decréscimo das emissbes de N,O
durante a desnitrificagédo, devido aos mecanismos de mitigagdo conectados
ao pH. Maior pH do solo suplementado com biocarvdo ajuda a aumentar a
atividade do ultimo passo da desnitrificagdo, com consequente decréscimo
da razéo N,O/N,, ou seja, menos N sera perdido como N,O e mais como
N,. Entretanto, segundo alguns autores, ndo existe um consenso sobre o
que faz com que o biocarvdo possa mitigar a emissdo deste gas. Existem
relatos de que o biocarvao pode modificar a atividade microbiana (LEHMANN
et al.,, 2011), a concentracdo de C organico e de nitrato disponiveis
(PRENDERGAST-MILLER et al., 2011), e a aeragéo dos solos (KINNEY et
al., 2012), que sao fatores que interferem no total de N desnitrificado (CUHEL
etal., 2010). O efeito do biocarvéo na emissdo de N,O &€ também dependente
da temperatura de pirélise. Segundo Araujo (2015), a utilizagédo de biocarvao
de lodo de esgoto produzido em temperatura baixa elevou as emissbes de
N,O do solo, enquanto que aqueles produzidos em temperaturas elevadas
reduziram as emissdes desse gas.

9.3.2. Fator de emissao de o6xido nitroso (FE)

Mosier et al. (1995) recomendaram o uso de um fator Unico para calcular
a emiss&o de N,O de diferentes tipos de fertilizantes. Eles sugeriram o uso da
equagao dada por Bouwman (1994), ou seja:

N,O emitido = 1,25 % do N aplicado (kg N ha™) (Equacéao 22)

Essa relagéo foi recomendada pelo Painel Internacional de Mudangas
do Clima (INPCC) (WATSON et al., 1996) com a finalidade de elaborar
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inventarios nacionais de emissdes de gases de efeito estufa. Esse fator de
emissao foi obtido por meio de varios experimentos conduzidos em regides
de clima temperado, apresentando um grau de incerteza de 0,25 % a 2,25 %.
Valores tao baixos como 0,20 % s&o sugeridos para determinados tipos de
solo (BELL et al., 2015). Em decorréncia desta grande variabilidade, Barton
et al. (2014) recomendam a utilizagédo de dados especificos regionalmente ao
calcular os fatores de emissdes de N,O, ao invés de utilizar valores padrées
do IPCC em todas as regides geograficas e climaticas.

Fator de emisséo de N0

Refere-se & quantidade de N perdido na forma de N,O para cada 100 kg de N aplicado ao solo,
descontadas as perdas de N por volatilizagdo de NH,/NOXx.

Os fatores de emisséo ja obtidos podem néo ser apropriados para regides
tropicais, considerando que nessas areas as condigbes de temperaturas
mais elevadas e de chuvas mais intensas modificam a dindmica do N no
solo. Fator de emissdo 60 vezes menor que o sugerido pelo IPCC foram
obtidos em regides semiaridas (BARTON et al., 2008). Estudos conduzidos
no Brasil encontraram fortes evidéncias de que o fator de emissao direta do
IPCC é elevado para as condigbes da agricultura brasileira (ALVES et al.,
2010). Esses autores também relatam que o fator proposto pelo IPCC de
2006 de 1 %, embora ainda alto, parece ser mais realistico para ser usado
nos inventérios de emissdes de N,O, naquelas condigdes (Tabela 25).

Tabela 25. Fatores de emisséo de N,O obtidos de diferentes experimentos.

Local Consideracoes sobre o trabalho  FE Referéncias
Nova Zelandia Fatores de emissdo de solos 0,3 % -2,5% Klein et al.
suplementados com urina de vaca. (2003)
Sé&o Paulo, Fatores de emissdo em areas com 0,68 % - para area Oliveira et al.
Brasil cana-de- aglcar, ap6s a aplicagdo com queima (2013)
de vinhaga (46 kg N ha''). 0,44 % - para area
sem queima

Continua...
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Tabela 25. Continuagéo.

Local Consideracoes sobre o trabalho  FE Referéncias
Japao Fatores de emissdo em solo - 600 kg N ha” Hou et al. (2015)
cultivado com cha e diferentes (NH,),SO,-7.9 %
manejos de fertilizagdo. - 300 kg N ha™
(esterco de galinha)
-7,0%
Brasil, Fatores de emissdo de areas com - Fertilizante Siqueira Neto et
Séo Paulo diferentes quantidades de palhada nitrogenado 0,46 * al. (2016)

de canamantidas no solo e adubadas 0,33 %
com fertilizante nitrogenado, vinhagca - Torta de filtro 0,13

e torta de filtro. *+ 0,04 %
Quantidade de palha de cana nédo - Vinhaga 0,65 *
afetou a emisséo de N,O 0,29 %
Mato Grosso, Fatores de emissdo de areas Nadosede 32 Mg Petteretal.
Brasil cultivadas com arroz com diferentes de biocarvéo ha’ (2016)
doses de biocarvao. -0,81 %

9.3.3. Cultivo de leguminosas e a emissao de 6xido nitroso

Em 1997, o IPCC incluiu o processo de fixagao biologica de N, pelas
leguminosas como fonte de N,O, ap6és O’'Hara e Daniel (1985) terem
relatado que bactérias fixadoras de nitrogénio poderiam conduzir o processo
de desnitrificagdo. Esse processo poderia trazer alguns beneficios para
os rizobios. Eles eliminariam o nitrato que inibe a atividade da nitrogenase
nos nodulos e o nitrito que previne o processo de infeccdo dos rizébios nas
raizes das leguminosas. Eichner (1990) relatou que as taxas de emissbes
de N,O de solos agricolas cultivados com leguminosas variaram de 0,34
a 4,6 kg N,O ha' ano”. No Canada, estimou-se que a fixagdo simbidtica
do N, seja responsavel por 22 % das emissdes de N,O dos solos agricolas
(DESJARDINS; RIZNEK, 2000 citado por ROCHETTE et al., 2004). Outras
pesquisas também demonstraram que maiores emissdes de N,O foram
obtidas de areas cultivadas com soja noduladas, relativo aquelas cultivadas
com soja ndo nodulantes (KIM et al., 2005).

As emissbes de N,O em ecossistemas cultivados com leguminosas
poderiam ser atribuidas a liberacdo de N dos exudatos de raizes. Segundo
Mayer et al. (2003), Vicia faba pode liberar 13 % de seu N fixado como
rizodeposigéo. As leguminosas poderiam também favorecer as emissdes de
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N,O apos a decomposigdo/mineralizagéo pelos microrganismos heterotréficos
dos seus residuos culturais que contém o N fixado biologicamente (CHU;
GROGAN, 2010). Entretanto, a forma como esses residuos séo deixados
no solo podem, também, influenciar a emissdo daquele gas, embora os
dados de pesquisa ainda sejam controversos. Segundo Almaraz et al. (2009),
a emissdo é maior em areas cultivadas com soja, quando os residuos sdo
incorporados, do que quando eles sdo deixados na superficie do solo. Por
outro lado, Escobar et al. (2010) relataram que, apds a colheita da soja, a
emisséo cumulativa de N,O foi maior no sistema de plantio direto. Segundo
estes autores, a maior umidade neste tipo de cultivo pode ter sido responsavel
pelos resultados alcangados.

O aumento das emissGes de N,O em areas cultivadas com soja pode
também estar relacionado as mudancas na composigdo de espécies de
populagdes microbianas do solo e a alta diversidade comumente detectada na
rizosfera de leguminosas (OSBORNE et al., 2010). O aumento de substratos
prontamente disponiveis nessa regido da raiz estimularia o crescimento
microbiano, promovendo o consumo de oxigénio. Isto poderia criar condigbes
temporérias de anaerobiose, favorendo o processo de desnitrificacdo
(LEMKE et al.,, 2007). Existem também evidéncias que sugerem que o
aumento na populacdo de microrganismos associados ao sistema de raizes
em leguminosas inclui bactérias desnitrificadoras (ZHONG et al., 2009).

O processo de FBN pode, também, aumentar as emissdes de N,O
quando o inoculante utilizado contém rizbios capazes de realizar o
processo de desnitrificagdo (O’HARA; DANIEL, 1985). A existéncia de
atividade desnitrificadora em bacteroides de Bradyrhizobium japonicum é
conhecida ha longo tempo (RAJAGOPALAN, 1938). Os genes nirK, norB e
nosZ, que codificam para as enzimas do processo da desnitrificacédo, foram
encontrados no cromossomo dessa bactéria (MESA et al., 2001). Ademais,
células desses microrganismos, quando em vida livre, sdo também capazes
de reduzir nitrato a nitrogénio gasoso. Visto por outro angulo, a presenca do
gene nosZ, que codifica para a enzima responsavel pela redugdo do N,O
para N,, em raizes de soja noduladas com B. japonicum, seria uma forma
dessa simbiose atuar como dreno de 6xido nitroso (SAMESHIMA-SAITO et
al., 2006). ltakura et al. (2013) relataram menor emissdo de N,O em soja
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inoculada com Bradyrhizobium contendo alta atividade do gene nosZ. Esses
autores também demonstraram, em condigbes de campo, que a emissao
de N,O, apos a colheita da soja, decorrente da degradagéo dos nddulos,
pode também ser mitigada com a utilizacdo de estirpes nosZ+. Do mesmo
modo, Akiyama et al. (2016) demonstraram que a emissdo de N,O, em
campos de soja, pode ser mitigada pela inoculagdo de uma cultura mista de
Bradyrhizobium diazoefficiens indigenos.

Entretanto, alguns resultados obtidos de experimentos com soja, sob
condigbes controladas, tém levantado duvidas sob a real contribuicdo
do processo de fixagdo simbidtica na emissdo de N,O. Yang e Cai (2005)
demonstraram que as diferengas nos fluxos de N,O entre vasos cultivados
com soja e aqueles que permaneceram sem cultura ndo foram significativas
até o periodo de enchimento dos gréos. Do total de N,O emitido, cerca de 94%
ocorreu entre aquele periodo e a maturacdo da soja. Além disso, a colheita
prematura da parte aérea das plantas, em varios estdgios de crescimento,
estimulou substancialmente a emisséo de N,O do solo. Esses resultados
demonstraram que o processo de fixag&o simbidtica do N, em si, ndo estimula
a produgéo e emisséo de N,O, e sim a senescéncia e decomposi¢éo das
raizes e nddulos nos ultimos estagios de crescimento da planta. Resultados
similares foram obtidos em experimento de campo, com a cultura da soja,
tanto no Canadé como na Argentina (CIAMPITTI et al., 2008).

A despeito da magnitude de algumas estimativas feitas sobre a emisséao
de N,O, em areas cultivadas com leguminosas, relatos que confirmem
a existéncia de uma relagdo entre a FBN e a emissdo de N,O sé&o raros
(ZHONG et al., 2009). De acordo com Jensen et al. (2012), a discrepancia
entre resultados relativos ao potencial de emisséo de N,O pelas leguminosas
poderia estar associada as perdas desse gas por meio de outros processos no
solo, ndo associados a fixagdo bioldgica de N, (Figura 39). Esses poderiam
incluir a desnitrificagdo do NO, oriundo de fertilizantes nitrogenados utilizados
na cultura antecessora ao cultivo da soja, conforme também observado por
Zhong et al. (2011).
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« Riz6bio
« Simbiose rizébio/leguminosa

l

Fonte de emissdo
de N,O

Figura 39. Possiveis processos associados as perdas de N,O na simbiose rizobio/
leguminosa.

9.3.4. Praticas de manejo de solo e a emissao de oxido nitroso

Varios trabalhos tém relatado aumentos nas emissdes de N,O em solo sob
plantio direto (PD) quando comparado ao plantio convencional (SPC) (LIU et
al., 2007; ROCHETTE, 2008). Escobar et al. (2010) relataram que a emissao
de N,O foi trés vezes maior no PD, em relagdo ao SPC. A maior umidade
do solo no PD, em decorréncia da manutencdo dos residuos culturais na
superficie do solo pode aumentar a atividade microbiana, consumindo o0 O, e
criando microssitios anaerébios. Do mesmo modo, o aumento da temperatura
do solo decorrente da manutencao dos residuos pode estimular a atividade
enzimatica dos nitrificadores e desnitrificadores, aumentando as emissdes de
N,O. Entretanto, apesar desses resultados, os efeitos de praticas de manejo
na emissdo de N,O ainda s&o controversos (Tabela 26), uma vez que, sob
determinadas condicdes, nenhuma diferenga mensuravel na emissdo deste
gas foi encontrada em diferentes sistemas de manejo do solo (ELMI et al.,
2003; JANTALIA et al., 2008).
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Tabela 26. Resultados obtidos de emissoes de N,O em diferentes sistemas de produgéo.

Resultados obtidos Referéncia

Maiores emissdes de N,O foram obtidas em sistema de Ball et al. (1999)
plantio direto, quando comparado com o convencional,

como resultado do aumento no contetdo de agua no

solo.

N&o foram obtidas diferengas nas emissées de N,O Elmi et al. (2003)
entre os sistemas de cultivo convencional e o plantio
direto.

A aplicagdo de dejetos liquidos de suinos, em plantio Giacomini et al. (2006)
direto, ndo aumentou a emissdo acumulada de 6xido

nitroso, em relagéo a aplicagdo em sistema de preparo

reduzido do solo.

Em ambos os casos, a perda de N pela emissdo daquele

gas representou menos de 0,3 % da quantidade total

de N aplicada. Nesse caso especifico o aumento do

espago poroso ocupado por agua resultou em maiores

emissdes de N,O.

A maior ou menor emissdo de N,O em sistema de Rochette et al. (2008)
plantio direto foi dependente do tipo de solo.

O plantio direto € uma forma de mitigar as emissées Piva et al. (2012)
de N,O, quando comparado ao sistema de plantio

convencional.

Embora a umidade do solo seja um fator relevante

relacionado ao aumento das emisstes de N,O, ele

nao foi importante em controlar essas emissées em

sistema de plantio direto.

Estudos conduzidos pela Universidade de Purdue (Indiana/EUA)
revelaram que o plantio direto, juntamente com a rotagéo soja/milho, reduziu
as emissdes de oOxido nitroso em 57 % em relagdo ao preparo de solo
com grade de disco (responsavel pela mistura dos residuos de cultura na
superficie) e, em 40 % em relacdo ao preparo do solo com arado. Segundo
Rochette (2008) solos de média a boa aeracao, em sistema de plantio direto,
n&o aumentaram as emissdes de N,O em relagéo ao cultivo convencional.
No plantio convencional a maior mineralizacdo do N dos residuos vegetais
incorporados e a maior exposicdo da matéria organica labil, proveniente
da quebra de agregados do solo, podem aumentar as emissées de N,O
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(PARKIN; KASPAR, 2006; PASSIANOTO et al., 2003). Esses resultados
contraditérios demonstraram que o impacto de sistemas de cultivo sobre a
emissao de N,O pode ser altamente sensivel as condigbes ambientais locais
(clima, tipo de solo), fazendo com que os resultados variem de regido para
regido.

Aincorporacao no solo de residuos de culturas pode resultar em aumento
na emissdo de N,O (BAGGS et al., 2002), dependendo da quantidade
introduzida e de sua composigado quimica (KAISER et al., 1998). Isso sugere
que a selecdo de plantas de cobertura € um importante aspecto a ser
considerado em praticas que visam a mitigacdo daquele gas (PIMENTEL,
2014). Residuos com baixa raz&o C:N, tais como as de leguminosas, emitem
mais N,O no inicio do ciclo da cultura (BAGGS et al., 2000). Quando os
residuos apresentam altas concentragdes de compostos recalcitrantes, como
lignina e polifendis, o N torna-se menos disponivel no solo e a emissao de
N,O pode ser reduzida (GOMES et al., 2009).

O sistema de plantio direto surgiu frente a necessidade de tornar mais
sustentavel a produgdo agricola. Dentre os diversos beneficios dessa pratica,
estaria 0 aumento do estoque de C no solo (sequestro de C). Entretanto,
segundo Smith e Conen (2004), seria uma atitude prematura promover a
adocao do plantio direto no sentido de mitigar o aquecimento global, até que
dados confiaveis do fluxo de N,O sejam confrontados com avaliagdes relativas
ao sequestro de C. Trabalho conduzido por Piva et al (2012) demonstrou
menor emissdo de N,O e maior sequestro de C em area com plantio direto
comparativamente a area com cultivo convencional.

Sequestro de carbono

A redugéo na emissao liquida de CO, para a atmosfera, de solos agricolas, € sindbnimo de aumento no
armazenamento de carbono, um processo usualmente referido como sequestro de carbono. A magnitude desse
processo depende do balango entre a quantidade de C que entra no solo (‘input” de C) e a quantidade que sai
(“output” de C). Os ‘“input” de C no solo ocorrem, principalmente, na forma de residuos de culturas, oriundos do
processo de fotossintese, tanto abaixo como acima da superficie do solo. Os “output™ de C séo, principalmente,

consequéncias da remogao e queima da biomassa vegetal ap6s a colheita das culturas, da decomposigdo dos
residuos organicos e das perdas de carbono pela eroséo.
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9.3.5. Praticas de manejo de solo que visam reduzir as emissoes de
oxido nitroso

Qualquer estratégia que aumente a eficacia da utilizacdo de fertilizantes
nitrogenados podera reduzir as emissdes de Oxido nitroso. Segundo Follett
et al. (2005), algumas praticas que serdo relacionadas a seguir, podem ser
recomendadas para reduzir as emissdes de N,O. Logicamente que seriam
necessarias adaptacdes especificas para cada local no sentido de selecionar
as opgdes mais adequadas. Dentre essas praticas, podem ser citadas:

- melhorar a eficiéncia no uso de fertilizantes nitrogenados por meio da
sua aplicagdo em periodos de maior demanda da planta. Aplicagbes mais
frequentes e em doses menores podem evitar o suprimento de N nao utilizavel
pela cultura;

minimizar o movimento de 4gua na superficie do solo e abaixo da zona de
enraizamento da cultura;

observar as previsdes do tempo antes da aplicagdo do fertilizante nitrogenado;

programar a irrigacdo de modo a tornar mais eficiente a utilizacdo do
nitrogénio;

utilizar fertilizantes nitrogenados orgéanicos e inorganicos de lenta liberacao;

utilizar aditivos quimicos para inibir o processo de nitrificagcdo, como os
inibidores da nitrificacdo. Os inibidores da nitrificagéo (IN) foram originalmente
desenvolvidos para reduzir a lixiviagao de nitrato, mas sao hoje considerados
uma opgéo para mitigar as emissdes de N,O, tanto pelo processo de
nitrificacdo como de desnitrificacdo. A eficiéncia dos inibidores da nitrificagao
na diminuicdo da emissdo desse gas depende de muitos fatores, incluindo
temperatura, ocorréncia de chuvas e textura do solo (GILSANZ et al., 2016),
o que faz com que a eficacia dessas substancias, em uma localizagédo
especifica, ndo possa ser extrapolada para outra.

- utilizar culturas de cobertura com sistema de enraizamento profundo, que
possam utilizar o N residual;
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- selecionar caracteristicas genéticas da planta que aumentem a eficiéncia
do uso de N;

- manejar areas com animais confinados para minimizar o processo de
nitrificacéo;
- aplicar substratos organicos ao solo em quantidades e tempo determinados,

conforme principios agronémicos.

Em adicéo as praticas acima recomendadas, Follett et al. (2005) propdem
uma lista de prioridades de pesquisas, necessarias para promover avangos
no entendimento da emisséo de gases tracos do ciclo do N:

- investigar os ciclos do C, N, P e S, juntamente com o manejo do ecossistema
total;

avaliar as emissbes sazonais e totais de N,O em diferentes sistemas
agricolas;

- avaliar a contribuigdo potencial direta ou indireta de sistemas que incluem
0 uso de residuos organicos (esterco animal, biossélidos, sub-produtos
agricolas, entre outros) na emiss&o de N,O e agregar esse potencial a uma
escala nacional;

desenvolver modelos de simulacdo que sejam de facil utilizacdo para
descrever emissdes de N,O dos sistemas agricolas e que sejam aceitos
por agéncias reguladoras, em nivel local e regional;

desenvolver tecnologias de sensoriamento remoto para determinar as ta-
xas, tempo e localizagdo das emissdes de N,O, em varios sistemas agri-
colas;

desenvolver sistemas agricolas produtivos e sustentaveis que também
minimizem a emiss&o de N,O e o potencial liquido de aquecimento global;

desenvolver e melhorar as técnicas de amostragens para determinagbes
basicas e validagao das medidas de emissdo de N,O de sistemas agricolas;

estudar o manejo de outros nutrientes que possam afetar a adequada
utilizacédo do N pelas plantas. O nimero de pesquisas neste sentido € muito
limitado.
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Associada a essas prioridades, podem também ser considerados estudos
que intensifiquem o papel dos exsudatos de raizes na inibicdo da atividade
dos desnitrificadores. Conforme descrito anteriormente, certas plantas podem
afetar o metabolismo de bactérias envolvidas no processo de emisséo de N,O
por meio da liberacio de determinados exsudatos radiculares (DASSONVILLE
et al., 2011). Esses autores demonstraram que determinada area invadida
pela planta Fallopia spp., por varios anos, apresentava baixas taxas de
desnitrificagdo, associado a um decréscimo na abundancia de bactérias
desnitrificadoras. Mais tarde, Bardon et al. (2014), estudando este mesmo
género de planta, demonstraram uma inibicdo de 92 % na desnitrificagao
biolégica de 15 estirpes de bactérias desnitrificadoras. A redugéo na atividade
metabdlica anaerébia desses microrganismos foi correlacionada com as
concentragbes de catequina e foi dependente da dose. Outras substéncias
associadas a Fallopia spp., as procianidinas, estdo também envolvidas na
inibicdo da desnitrificacédo bioldgica (BARDON et al., 2016).

10. Consideracoées finais

O grande desafio do setor agricola nas proximas décadas sera aumentar
a producdo de alimentos para atender a demanda de uma populagdo em
constante crescimento. Para que isto ocorra, a utilizagdo de fertilizantes
nitrogenados tera um papel fundamental, uma vez que o N é um nutriente
importante para todos os seres vivos e, em geral, 0 que mais limita a
produtividade das culturas. Entretanto, um dos problemas com a utilizagao
de fertilizantes nitrogenados reside na baixa eficiéncia de sua utilizagdo pelas
plantas, raramente ultrapassando 30 - 40 %. Isto ocorre porque esse elemento
apresenta um acentuado dinamismo no sistema solo, em consequéncia
das transformacdes a que esta sujeito e que podem levar a perdas deste
elemento para o ambiente por meio da volatilizagdo de am6énia, lixiviagdo do
nitrato e emissdo de N,, N,O e de outros Oxidos de nitrogénio. Os aspectos
ambientais negativos envolvem a eutrofizacdo, acidificagdo e aquecimento
global com fortes implicacées na sustentabilidade dos agroecossistemas e na
saude humana. Diversas doengas como 0 céncer e problemas respiratorios
tém sido associadas ao consumo de agua contaminada com nitrato. Deve-
se também considerar o processo industrial que transforma o N, em aménia,
base para a producao dos fertilizantes nitrogenados que envolve a queima
de combustiveis fésseis.

128




Ciclo do Nitrogénio em Sistemas Agricolas

A predominancia do N na forma mais reduzida ou oxidada, que regem as
perdas de N para o ambiente, depende dos tipos de processos que predominam
em determinado solo apos a aplicagédo do fertilizante. A relevancia de muitos
deles no ciclo do N ainda ndo é completamente entendida, uma vez que novos
processos foram descobertos somente em meados do século XXI. Sabe-se,
entretanto, que tais processos sao influenciados por fatores ambientais, o
que conduz a necessidade de considerar diferencas climaticas regionais e
caracteristicas de cada solo, para a viabilizacao de solucdes técnicas para o
aumento da eficiéncia de uso do N pelas culturas.

O processo de fixacao biolégica do nitrogénio (FBN) é o maior provedor
deste nutriente para a manutengéo da vida na terra e permite que o agricultor
ndo aumente o seu custo de producdo com a compra de fertilizantes. Hoje, no
Brasil, um dos exemplos mais bem sucedidos de FBN é o caso da soja, em
que a inoculacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio substitui totalmente
a utilizagdo de fertilizantes nitrogenados. Varias bactérias fixadoras de N,
ja foram encontradas em associagdo com culturas ndo leguminosas, como
o milho e o arroz, vislumbrando um cendrio de maior economia no uso de
fertilizantes nitrogenados, ndo so6 para as leguminosas.

A pecuéria € outro setor que se destaca por desempenhar importante papel
no ciclo global do nitrogénio. O Brasil possui hoje o maior rebanho comercial do
mundo que contribui com 65 % das emisstes de N,O. Os processos ambientais
negativos da pecudria envolvem, além do desmatamento da Amazénia e do
Cerrado, uma grande producdo de dejetos que influenciam diretamente no
processo de emissdo de N,O. Assim, € necessario avaliar todas as etapas do
processo produtivo de bovinos no sentido de obter uma produgdo sustentavel,
com menos emissdes de N,O e de outros gases de efeito estufa.

Em sintese, torna-se fundamental o conhecimento das relagdes entre as
varias formas de nitrogénio no solo, na atmosfera e aquelas adicionadas com
os fertilizantes, para que possam encontrar medidas mitigatérias dos impactos
ambientais negativos resultantes dos processos envolvidos no ciclo do N.
O grande propésito hoje é otimizar o uso de fertilizantes nitrogenados para
sustentar a vida humana, minimizando os impactos negativos oriundos de sua
utilizag&o. Isto vem sendo o objetivo de um grande niumero de pesquisas e um
enorme desafio do século XXI.
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