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ABSTRACT

Brazilian agribusiness is of great competitivity mostly due to the lack of
government subsidies and the historical efforts made in research and
development by the public institutes and Universities. Nevertheless the Brazilian
agriculture is fundamented in the use of fertilizers and agrochemicals that needs
to be imported in huge amounts to supply the Brazilian farmers. In this sense, the
safety and sustainability of the Brazilian agribusiness is subjected to the supply of
these inputs and to the prices prevailing on the international market. In addition,
a new concern is emerging in the global society, which has increased demands for
food, feed, and energy that must be provided by the agriculture, although new
sustainable farming practices urge to be implemented. Natural relationships
between plants and soil microbes are on the heart of the matter, with growing
scientific data supporting the use of the former-potential plant-bacteria
associations in large scale to increase the crop productivity and hence the
production of food and energy. The total substitution of nitrogen fertilizers in
soybean crops by the biological nitrogen fixation held by rhizobia corroborates
the efficiency of such associations, and point out for the need to expand this and
other natural mechanisms directed to provide nutrients to cereals and other non-
leguminous crops. To achieve this, much effort is also needed to reach a better
understanding of the mechanisms controlling plant-bacteria associations, and to
develop biofertilizer formulations presenting a high efficiency under a myriad of
field conditions, as those found in Brazil. Biotechnological approaches aimed to
reach this goal are reviewed and discussed throughout this manuscript.
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RESUMO

O agronegdcio brasileiro possui grande competitividade internacional,
principalmente pelos esforcos historicamente dispendidos por institutos publicos
de pesquisa e Universidades. No entanto, muito dos avancos obtidos pelo
agronegdcio brasileiro é decorrente do uso em larga escala de fertilizantes e
agroquimicos, que devem necessariamente ser importados em grandes
quantidades para suprir a demanda dos agricultores brasileiros. Neste sentido, a
segurancga e a sustentabilidade do agronegdcio brasileiro estdo ameagadas pela
disponibilidade e susceptibilidade destes insumos aos precos praticados pelo
mercado internacional. Além disso, a sociedade global apresenta uma nova
apreensao quanto a necessidade de alcancar produtividades mais elevadas e de
uma maneira mais sustentavel, para prover a populagao crescente com alimentos
e energia. As relagGes naturais existentes entre as plantas e a microbiota do solo
estdo no cerne desta questdo, uma vez que a quantidade de informagdes
cientificas disponibilizadas pela literatura mundial dando suporte a utilizagdo
destas associagdes em beneficio da produgao de alimentos e energia é crescente.
A substituicdo total do uso de fertilizantes nitrogenados pela fixagao biolégica de
nitrogénio realizada pelos rizébios, nos cultivos de soja conduzidos no Brasil,
corrobora a eficiéncia destas associagdes e imprimem a necessidade de expandir
0s mecanismos relacionados com o suprimento de nutrientes para diferentes
culturas nao-leguminosas. Para o alcance destes objetivos, sdo necessarios ainda
muitos esforgos de pesquisa para um melhor entendimento dos mecanismos que
controlam as interagdes naturais entre plantas e a microbiota associativa, como
também para o desenvolvimento de formulagdes de biofertilizantes que
apresentem uma elevada eficiéncia sob uma grande variedade de condigGes
edafoclimaticas, como as que ocorrem no Brasil. Algumas abordagens
biotecnoldgicas dirigidas para o alcance destes objetivos estdao compiladas e
discutidas ao longo desta revisao.

Palavras-chave: Biofertilizante, bactérias promotoras do crescimento vegetal,
nutricao vegetal, inoculagdo de plantas.
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INTRODUGCAO

O crescente interesse pelo uso de tecnologias que promovam o
desenvolvimento sustentdvel vem ao encontro das necessidades
prementes da sociedade global. Os sistemas agricolas de producao
assumiram historicamente a manutencdo da produtividade ao longo do
tempo como conceito de sustentabilidade. Atualmente este conceito
evoluiu e surge como uma caracteristica dindmica a ser analisada e medida,
envolvendo fatores fisicos, bidticos, econdmicos e sociais (GOMES et al.,
2009). Portanto, a sustentabilidade de ecossistemas estd diretamente
relacionada com o fluxo da energia no sistema ao longo do tempo, sendo
esta energia renovavel ou ndo (BROWN e ULGIATI, 1997). Desta maneira, o
desenvolvimento e implementacdo de técnicas que garantam a
perpetuacdo da atividade agricola sob seus diferentes aspectos sdo uma
obrigacdo, principalmente aquelas direcionadas a sistemas de manejo
dependentes de grande aporte de insumos externos a propriedade.

A agricultura brasileira é voraz no consumo de fertilizantes, sendo o
quarto maior consumidor mundial. Entretanto nosso pais encontra-se
dependente da disponibilidade e dos precos destes insumos praticados
pelo mercado internacional, uma vez que a produg¢dao nacional de
fertilizantes supre cerca de 33% do mercado. Aliado a isso, o cendrio atual é
de aumento continuo do consumo de fertilizantes segundo da Associacdo
Nacional para Difusdo de Adubos (ANDA), enquanto a producdo de
fertilizantes no Brasil estd praticamente estagnada desde 2010.
Considerando o periodo de janeiro a dezembro de 2013, houve incremento
de 5,2% na quantidade de fertilizantes entregues ao produtor
comparativamente a 2012, enquanto a producdo nacional de fertilizantes
intermediarios diminuiu em 4,3% para o mesmo periodo (Figura 1). Em
conjunto, estes dados indicam uma grande dependéncia da atividade
agricola brasileira por insumos estrangeiros, o que pode causar inseguranga
econdmica e levar ao aumento dos custos de producao.

Uma das alternativas concretas a diminuicdo da dependéncia da
agricultura brasileira por fertilizantes minerais e por agroquimicos é a
amplia¢ao da oferta de insumos bioldgicos de alta eficiéncia, como ocorre
com a tecnologia de inoculagao com rizébios para a soja e pelo uso de
microrganismos no controle bioldgico de pragas. Neste contexto, a
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tecnologia de inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCVs), mesmo que fundamentadas em microrganismos que apresentem
um cardter exético ao ambiente produtivo, pode auxiliar no encontro da
sustentabilidade dos sistemas agricolas, pois sdao produzidas e atuam sob
baixa demanda de energia. A principal caracteristica destes microrganismos
é a de favorecer o desenvolvimento vegetal por mecanismos diretos, como
a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), a producao de fitormonios e a
solubilizacdo de fosfatos; ou por mecanismos indiretos, como o controle
biolégico de fitopatdgenos e insetos, aumento da resisténcia a estresses
bidticos e abidticos, além de outros mecanismos (BULGARELLI et al., 2013).

Figura 1 Evolucdo na producdo, importacdo e consumo de fertilizantes no Brasil.
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Fonte: ANDA — Associacdo Nacional para Difusdo e Adubos.

Os mecanismos de promogao do crescimento vegetal, apresentados por
estes microrganismos e que podem ser explorados em beneficio de uma
agricultura mais sustentdvel e de menor impacto ambiental,
compreendem: a fixacdo bioldgica de nitrogénio (JAMES e BALDANI, 2012);
o aumento da atividade da nitrato redutase vegetal quando em associagoes
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endofiticas (CASSAN et al., 2008); a producio de fitormonios como auxinas,
citocininas (TIEN et al.,, 1979), giberelinas (BOTTINI et al., 1989) e a
regulacao da biossintese do etileno (STRZELCZYK et al., 1994), além de uma
variedade de outras moléculas bioativas (PERRIG et al.,, 2007); a
solubilizacdo de fosfatos (RODRIGUEZ et al., 2004); o controle bioldgico de
patégenos (CORREA et al., 2008); e o aumento da resisténcia vegetal a
diferentes estresses abidticos (YANG et al., 2009). Incrementos no volume
radicular promovido pela acao de fitormonios sintetizados por BPCVs pode
favorecer a absorcao de dgua e nutrientes, aumentando a eficiéncia de uso
de fertilizantes. Desta forma, a exploracao e utilizacdo de microrganismos
eficientes na promocdo do desenvolvimento vegetal pode auxiliar no
encontro da sustentabilidade da atividade agricola pela diminuicdo do uso
de insumos derivados — direta ou indiretamente — do petréleo
(DOBBELAERE et al., 2003; LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009).

Produtos comerciais contendo estes microrganismos sao comumente
denominados inoculantes ou biofertilizantes e compreendem formulagdes
contendo microrganismos vivos adicionados a um veiculo inerte. Em geral
estes bioprodutos sao recomendados para aplicagao sobre as sementes,
superficie vegetal ou solo. A utilizacdo destes produtos objetiva a
colonizagao da planta pelo microrganismo inoculado, para que os
mecanismos microbianos de promog¢ao do crescimento vegetal possam ser
ativados (VESSEY, 2003). Neste artigo de revisdo estdo compiladas
informacdes relacionadas a interacdao entre bactérias e plantas, com uma
discussao maior sobre o desenvolvimento e aplicagao de biofertilizantes.
Apesar de outros grupos microbianos, como fungos e protozoarios,
apresentarem relagdes estreitas e competéncia para influenciar o
desenvolvimento da maioria dos vegetais de maneira direta e/ou indireta,
estes nao serao aqui abordados. Serdao discutidos alguns aspectos
ecolégicos da microbiota do solo e da rizosfera e sua importancia para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel. Algumas estratégias para
o isolamento e identificacdo de bactérias com potencial aplicacao

biotecnoldgica e sua utilizacdo para o desenvolvimento de formulagdes
inoculantes sao discutidas.
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Biodiversidade microbiana do solo

O solo é um ambiente heterogéneo altamente complexo, geralmente
carente de nutrientes e recursos energéticos. Composto por fases sdlida,
liguida e gasosa, o solo é caracterizado por ancorar uma variedade de
processos quimicos, fisicos e biolégicos. Na fase liquida encontram-se em
suspensdo elementos quimicos e moléculas soluveis; a fracdao gasosa é
formada pela modificacdo do ar atmosférico decorrente de processos
bioquimicos como a respiracao celular; a fracao sdlida é composta por
substancias inorganicas (areia, silte e argila) e materiais organicos (acidos
hdmicos, ligninas, hemicelulose, celulose, amido, pectina, lignina, lipideos,
quitina etc.) em vdrios estagios de decomposicdao. Esta ultima fracao
(solida) representa em média 50% do volume total do solo, sendo cerca de
45% representados por minerais e entre 1 - 5% representados por matéria
organica, aonde residem o0s organismos Vvivos: raizes e macro e
microrganismos. Mesmo ocupando uma pequena fracdo do volume do
solo, os microrganismos, juntamente com suas enzimas extracelulares e
com a meso e macrofauna, conduzem todas as reacdes metabdlicas
conhecidas neste ambiente (BAKSHI e VARMA, 2011; KUJUR et al. 2012).
Estas atividades ocorrem de maneira desuniforme e apresentam grandes
diferencas espaco-temporais ao longo do perfil do solo, onde o acumulo de
matéria organica particulada, dejetos animais e deposicdes rizosféricas
levam a existéncia de microhabitats com elevada atividade bioldgica e
biodiversidade (hot spots) (GONZALEZ et al., 2012).

Devido a sua heterogeneidade fisica, quimica e bioldgica, o solo é um
dos maiores reservatorios de biodiversidade microbiana, constituindo um
importante recurso para a exploragdo biotecnolédgica. A diversidade
bacteriana nestes ambientes é muito superior a observada para
organismos eucariontes, podendo existir milhares de diferentes espécies de
bactérias em apenas 1 cm® de solo (TORSVIK e @VREAS, 2002; MARON et
al.,, 2011). Os microrganismos que habitam o solo constituem a base de
processos ecolégicos, como os ciclos biogeoquimicos e a cadeia tréfica,
mantendo relagdes vitais entre si e com os organismos superiores. Diversas
funcdes de importancia para a dinamica funcional do solo sao realizadas
pelos microrganismos, como a decomposicao da matéria organica que
disponibiliza nutrientes as plantas e a degradacdao de substancias
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xenobidticas. Além disso, a microbiota do solo atua no controle bioldgico
de patdgenos, influencia a solubilizacdo de minerais e contribui para a
estruturacao e agregacao do solo (SCHLOTER et al.,, 2003; KUJUR et al.,
2012). Varios géneros bacterianos com potencial de promoc¢ao do
crescimento de plantas tém sido descritos, entretanto a composicao
filogenética de comunidades bacterianas associadas a vegetais é
relativamente limitada a poucos filos: Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes e Proteobacteria (BULGARELLI et al., 2013). Estimativas recentes
apresentam a populagio de procariotos em solos entre 10%-10'° bactérias
por grama de solo, compreendendo entre 5000 a mais de um milhdo de
diferentes espécies (BURNS et al., 2013). Estes microrganismos podem ser
classificados em grupos funcionais de acordo com suas atua¢cdes nos
processos bioldgicos. Exemplos desses grupos sao os microrganismos
envolvidos no ciclo do carbono e nitrogénio (TORSVIK e @VREAS, 2002).
Apesar de sermos capazes de apreciar a importancia da biodiversidade
microbiana do solo, ainda temos pouca informacdo sobre o papel desta
biodiversidade para o funcionamento deste ambiente (STARK et al., 2008) e
sua influéncia na produtividade vegetal (VAN DER HEIIDEN et al., 2008).
Bakshi e Varma (2011) estabelecem que a fertilidade e qualidade de solos
ndo estdo relacionadas somente com sua composicdo quimica, mas
principalmente com a quantidade e diversidade dos microrganismos que 0s
habitam. Considerando somente a fixacdo bioldgica de Nitrogénio (FBN),
sdo introduzidos entre 40 a 100 Tg de N por ano aos sistemas terrestres
(VITOUSEK et al., 2013). Em adicdo, o Fésforo pode ser mobilizado a partir
dos minerais do solo — ou biodisponibilizado para os vegetais — pela acao de
fungos micorrizicos e bactérias solubilizadoras de fosfato. Ampliar o
conhecimento sobre esta biodiversidade permite o desenvolvimento de
técnicas e/ou produtos e/ou processos de grande importancia econémica,
ambiental e social. Considerando a presenca ubiqua de procariotos em
qualquer habitat natural, bem como a diversidade de condi¢des
edafoclimaticas encontradas no Brasil, é possivel visualizar a enorme
diversidade microbiana ainda inexplorada. Por outro lado, o acesso a
diversidade microbiana em solos é uma tarefa altamente complexa. Estima-
se que menos de 10% dos microrganismos existentes nesses ambientes
tenham sido caracterizados e descritos (DUBEY et al., 2006) e portanto o
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desenvolvimento de métodos direcionados a exploracdao de grupos
microbanos especificos sao ainda uma grande necessidade.

Atividade microbiana na rizosfera

O ambiente rizosférico compreende a porgdao do solo que envolve as
raizes vegetais, apresentando caracteristicas fisico-quimicas muito
diferentes daquelas observadas para o solo ndo rizosférico. Esta regidao do
solo compreende poucos milimetros além dos tecidos vegetais e estd sob
imediata influéncia do metabolismo radicular, acumulando grande
quantidade de compostos organicos que sao liberados (exsudatos) pelas
raizes e que favorecem a manutencao de elevadas popula¢cdes microbianas
(DOBELLAERE et al., 2003; BERENDSEN et al., 2012). A rizosfera possui
grande importancia para o desenvolvimento vegetal, pois neste ambiente
ocorre a absorcdao de agua e de nutrientes pelas plantas, como também as
diferentes relacbes ecoldgicas entre a micro, meso e macrofauna
componentes deste habitat: mutualismo, parasitismo, protocooperagao,
comensalismo, competicdo, amensalismo (RYAN et al., 2008). Estas
interagdes sdo dinamicas e dependentes de fatores bidticos (composicao
da microbiota nativa do solo, qualidade e quantidade de exudatos
radiculares, fatores antrdpicos) e abidticos (caracteristicas edafoclimaticas),
cuja magnitude de cada efeito sobre a diversidade, funcdo e interrelagdes
existentes ainda sdo pouco compreendidas (BEVER et al., 2010).

A relativa abundancia de recursos existente no ambiente rizosférico
contrasta com a condicao geral do solo, onde as populagdes microbianas
existem em estado de caréncia nutricional constante. As populagdes
microbianas na rizosfera nao raro encontram-se em popula¢des cerca de 10
a 1000 vezes maiores que aquelas encontradas no solo nao rizosférico e
sob intensa atividade metabdlica. Estas populacdes sao formadas por
poucas espécies microbianas e que podem alcancar densidades acima de
10° células por grama de raiz (BERENDSEN et al., 2012). Percebe-se que a
rizosfera € uma ambiente pujante, mas restritivo: a qualidade/quantidade
dos metabdlitos excretados pelas raizes vegetais promove um efeito
seletivo sobre grupos microbianos que apresentam compatibilidade
metabdlica aos exudatos radiculares. Este efeito do metabolismo vegetal
sobre o solo vizinho as raizes é denominado de efeito rizosférico (ROVIRA,
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1959; BERENDSEN et al.,, 2012), enquanto os microrganismos que se
destacam na colonizacdo da rizosfera de uma espécie vegetal qualquer sao
denominados de rizocompetentes. Como qualquer relacdo bidtica existente
na rizosfera, a rizocompeténcia é dinamica e relativa aos pares envolvidos.
Fatores genotipicos, fisioldgicos e edafoclimdticos, em conjunto,
determinam a capacidade de colonizacdao da rizosfera por uma espécie
bacteriana do solo (DANHORN e FUQUA, 2007). A rizocompeténcia
possibilita a colonizacgdo do ambiente rizosférico pelas espécies
microbianas mais competitivas, que deslocam deste habitat os grupos
incompativeis — ou de menor competitividade, por serem as primeiras mais
adaptadas e eficientes na utilizacdo dos recursos disponibilizados pelos
exsudatos radiculares de determinada espécie vegetal (Figura 2).

Figura 2 Estrutura geral da raiz, ambiente rizosférico e o efeito rizosférico.

)
1§

Fonte: Adaptado de Maier et al. (2000).
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Sendo o solo o repositorio da diversidade microbiana, a selecdo de
grupos especificos pelo efeito rizosférico, em resposta ao metabolismo
vegetal, promove altera¢des qualitativas e quantitativas na comunidade
microbiana do solo. Acredita-se que esta selecdo ndao ocorra de maneira
aleatdria e que a planta consiga modular a qualidade/quantidade de
material excretado pelas raizes de forma a selecionar microrganismos que
vao atuar na rizosfera a seu favor (DOORNBOS et al., 2012). Na verdade,
surgem evidéncias de que as raizes vegetais e a estrutura da comunidade
microbiana a ela associada, como em qualquer outro ambiente natural,
estejam atuando de forma interdependente em um sistema Unico,
complexo e auto-regulado, sob influéncia de variaveis bidticas e abidticas
(DEUTSCHBAUER et al., 2006; THRALL et al., 2011). Estes conceitos estdo
modificando as definicdes de sanidade vegetal e do papel da microbiota do
solo para o desenvolvimento e a produtividade agricola. E possivel inferir
gue um conhecimento mais profundo sobre o didlogo molecular que ocorre
entre os vegetais e a microbiota a eles associada poderd levar a inovagoes
nas formas de manejo agricola para que o estabelecimento de espécies
microbianas promotoras do crescimento vegetal sejam favorecidas.

Importancia dos Microrganismos na Sustentabilidade Agricola

Os principais instrumentos disponiveis para o desenvolvimento de
produtos biotecnoldgicos sdo os organismos e sua diversidade metabdlica.
As pesquisas e descobertas em biotecnologia iniciam-se com a utilizagao de
material biolégico apropriado, segue pela triagem de atributos desejaveis e
a identificacao e selecao dos melhores candidatos, culminando com o
desenvolvimento de um produto ou processo (BULL et al., 2000). A
microbiota do solo compreende organismos adaptados a diferentes
condicdes de temperatura, salinidade, condi¢cdes nutricionais e hidricas,
que por sua vez refletem uma grande diversidade metabdlica. Em fung¢ao
desta diversidade, da relativa facilidade de isolamento e cultivo em meios
de baixo custo e da susceptibilidade para manipulagdo (genética ou
ambiental), estes organismos podem ser explorados como fonte de
processos de interesse para o ser humano (SHARMA et al, 2002; MULLER et
al., 2010).
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A atividade agricola pode ser grandemente beneficiada pela utiliza¢ao da
diversidade microbiana em novos processos biotecnolégicos. O modelo
agricola vigente distancia-se da sustentabilidade por estar estruturado no
grande volume de insumos externos, que sdo aportados continuamente
(fertilizantes, agroquimicos e combustiveis), modificando o equilibrio dos
ambientes naturais e levando a alteracdo da composicdo quimica, fisica e
biolégica do solo e do ambiente sob influéncia desta atividade. Aliado a
isto, existe a necessidade de aumentar a oferta de alimentos, em
quantidade e qualidade, para suprir a crescente demanda mundial
impulsionada pelo crescimento demografico. As projecdes para o
agronegdcio brasileiro, realizadas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2013), destacam um crescente aumento dos precos
dos alimentos para os préoximos 40 anos em funcdo das mudancas
climaticas, da diminuicdo dos estoques mundiais, do crescimento da
producdao de biocombustiveis e do aumento da populacdo mundial e renda
per capita. O crescimento da producdao agricola deverd ocorrer
fundamentado no aumento da produtividade e ndo na ampliacdo das areas
de cultivo, sendo este um dos principais desafios que se apresentam para a
agricultura.

O aumento da produtividade agricola vem sendo alcancado por um
conjunto de fatores tecnoldgicos (manejo de solos e culturas,
melhoramento genético e zoneamento agricola, por exemplo). Entretanto,
€ possivel observar que o modelo vigente esta sofrendo grandes
transformacdes, incorporando conceitos de sustentabilidade e equilibrio de
ecossistemas e buscando a minimizagdo e mitigacdao de seus impactos no
ambiente natural. Existe assim a necessidade de suprir as demandas globais
por alimentos, sem o comprometimento dos servicos essenciais entregues
ao homem pelos ecossistemas. O desafio que se apresenta para a atividade
agricola envolve a gestdao bem sucedida dos recursos naturais para
satisfazer as necessidades humanas, mantendo a qualidade ambiental e
conservando riquezas naturais para o futuro (SINGH et al.,, 2011). Neste
contexto, a nutricdo adequada das culturas é um fator de extrema
importancia para o aumento da producao e produtividade e um dos fatores
de maior peso no custo de producdo (econdmico e ambiental) da maioria
das lavouras. A remoc¢ao de nutrientes pelos vegetais e sua exportagcao para
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além dos limites da propriedade agricola requer que quantidades
significativas de fertilizantes sejam adicionadas aos cultivos, sob pena de
diminuicdao severa da produtividade. Dentre os nutrientes vegetais de
maior importancia e cujos aspectos a serem pesquisados sao imperativos,
estdo o fornecimento de Nitrogénio e Fosforo (JONES et al., 2013). Estes
elementos apresentam baixa disponibilidade nos solos tropicais e baixo
aproveitamento pelas plantas cultivadas quando adicionado como
fertilizante. Fendmenos de volatilizacdo, desnitrificacdo e lixiviacdo sdo
responsaveis por perdas que variam de 25 a 50% do N-fertilizante aplicado
(TRIVELIN et al., 2002; GAVA et al., 2006). A imobilizacdo do Fdsforo
resultante das interacdes com oéxidos de ferro e aluminio, comuns em solos
tropicais, também pode limitar o aproveitamento deste nutriente
adicionado como fertilizante (MOTTA et al., 2002).

A utilizacdo de fertilizantes nitrogenados pela atividade agricola pode ser
substituida parcial ou completamente pelo uso de biofertilizantes contendo
BPCVs eficientes na fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN). A FBN é um
processo enzimatico, onde ocorre a reducdo do dinitrogénio gasoso (N,)
em amonia (NHs3), o que possibilita a assimilacdo deste nutriente em
biomoléculas (FIGUEIREDO et al.,, 2008). O complexo enzimdatico
denominado nitrogenase catalisa a reacao de reducao de N, em NH; e
ocorre somente em organismos procariotos (Bacteria e Archaea). Em
adicdao, a FBN constitui o principal mecanismo de disponibilizacdo do
nitrogénio para os seres vivos, sendo responsavel por pelo menos dois
tercos do aporte anual de Nitrogénio na biosfera (FOWLER et al., 2013).
Estimativas da contribuicdo média da FBN para sistemas agricolas
(HERRIDGE et al., 2008) apresentam valores de 25 kg N ha™ ano™ para
associacdes n3o simbidticas (cana-de-actcar), até 176 kg N ha™ ano™ para
associacbes simbidticas (soja). Apesar da importancia da FBN no
suprimento de N para os seres vivos e da existéncia de muitas espécies
diazotréficas (capazes de realizar a FBN) nos solos e em associacdo com
espécies vegetais de interesse agrondmico, os insumos biotecnolégicos
com base neste processo estao disponiveis somente para algumas culturas
e o uso de fertilizantes nitrogenados industriais ainda constitui a principal
forma de aporte deste nutriente em sistemas agricolas. Estimativas indicam
gue a emissao de gases de efeito estufa para a producao, distribuicao e
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aplicagdo de 1 kg de N-fertilizante corresponde a 4,5 kg de equivalentes de
CO, emitidos na atmosfera (HUNGRIA et al.,, 2013). Assim, todas as
possibilidades de incremento da FBN na agricultura devem ser exploradas,
nao somente como alternativa econdbmica, mas também para garantir a
sustentabilidade da atividade agricola no longo prazo.

Diferentemente do Nitrogénio, o Fésforo é um recurso nao renovavel e
escasso em nosso planeta e as estimativas apresentam o esgotamento de
suas reservas em 50-100 anos. Apesar da relativa abundancia de formas
organica e inorganicas de P nos solos, sua concentracdo na forma soluvel é
normalmente menor que 10 uM em pH 6.5 (BARROTI e NAHAS, 2000). A
matéria organica do solo contribui com 30 a 50%, em média, do total de
fosforo soluvel na maioria dos solos, onde o fosfato de inositol (fitato) pode
representar até 50% do P-organico (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999;
RICHARDSON et al., 2009). Na forma inorganica, as maiores reservas de P
estdo presentes como constituintes de rochas e minerais primarios como as
apatitas, hidroxiapatitas e oxiapatitas. Porém a mobilizacdo deste nutriente
a partir de minerais € um processo lento e a quantidade mobilizada
geralmente é insuficiente para suprir as necessidades de um cultivo
agricola (SCHNEIDER et al., 2010). Além disso, uma quantidade consideravel
dos fertilizantes fosfatados aplicados é rapidamente imobilizado nos solos
agricolas, pela sua reacdo com minerais de ferro, aluminio ou cdlcio,
formando fosfatos insoluveis e indisponiveis para assimilacao pelas plantas.
Os microrganismos, bactérias e fungos, tém um papel essencial no ciclo do
P na natureza, atuando na mineralizacao do fosfatos organicos ou na
solubilizacao de fosfatos inorganicos. De maneira geral, a solubilizacdo de
substratos inorganicos ocorre pela biossintese de acidos organicos ou
inorganicos, enquanto o P presente em substratos organicos é mineralizado
(hidrolisado para a forma inorganica) pela acdo de enzimas hidroliticas,
como as fosfatases (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999; RICHARDSON et al., 2011).
Considerando que a disponibilidade de P é uma etapa limitante para a
nutricdo da planta, a habilidade em solubilizar fosfato inorganico por
bactérias associativas representa um grande potencial para a promogao do
crescimento vegetal.

Além do fornecimento direto de nutrientes aos vegetais por mecanismos
como a FBN e a capacidade de mobilizacdo de P, a biossintese de
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fitormonios pelos microrganismos do solo e outras moléculas com acao
hormonal podem influenciar indiretamente o status nutricional das plantas.
A sintese de fitormobnios, principalmente auxinas e giberelinas, é
provavelmente um dos mecanismos mais importantes utilizados por BPCVs
para influenciar positivamente o desenvolvimento vegetal (CASSAN et al.,
2014). Outras moléculas produzidas por microrganismos e que possuem
acao hormonal sobre o desenvolvimento vegetal incluem citocininas (TIEN
et al., 1979), etileno (STRZELCZYK et al., 1994), acido abscisico (COHEN et
al., 2008), 6xido nitrico (CREUS et al., 2005) e poliaminas (CASSAN et al.,
2009). A producdao destes reguladores de crescimento faz parte do
metabolismo de diversas espécies de bactérias associadas aos vegetais e
em muitos casos estao envolvidos nas respostas de promog¢dao do
crescimento e do desenvolvimento vegetal. Dentre os fitormonios citados,
a auxina (4cido indol-3-acético ou AlIA) é a mais estudada, sendo a
capacidade de sintese deste fitormbénio amplamente distribuida entre
bactérias associativas. Acredita-se que cerca de 80% das espécies de
bactérias isoladas da rizosfera produzem auxinas (PATTEN e GLICK, 1996),
gue provavelmente atuam como sinais moleculares envolvidos tanto em
interacOes patogénicas como benéficas entre a planta e a bactéria
(LAMBRECHT et al., 2000). Os principais efeitos relacionados com a acdo de
fitormonios produzidos por microrganismos sobre o desenvolvimento
vegetal consistem de alteragdes morfolégicas no sistema radicular,
incluindo aumentos no comprimento e volume radicular, nimero e
comprimento das raizes laterais, massa seca radicular e numero e
densidade dos pélos radiculares (BASHAN e BASHAN, 2010; CASSAN et al.,
2014). Estes efeitos tém sido associados ao aumento da resisténcia vegetal
contra estresses hidricos e nutricionais e ao aumento da eficiéncia de uso
da 3agua e de fertilizantes (FIGUEIREDO et al., 2008; ADESEMOYE e
KLOEPPER, 2009; CARVALHAIS et al., 2013).

Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal

Bactérias do solo que possuem a capacidade de colonizar a superficie de
raizes, a rizosfera e a filosfera, bem como os tecidos vegetais internos
(DAVISON, 1988; KLOEPPER et al., 1989; ZHANG et al., 2006), modulando o
metabolismo da planta e estimulando seu crescimento e produtividade por
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efeitos diretos e/ou indiretos, sdo denominadas bactérias promotoras do
crescimento vegetal (BPCV). Estas bactérias representam uma parcela
funcionalmente ativa da biota do solo rizosférico, do rizoplano e no interior
da planta como endoéfitos (OLIVARES, 2009; GLICK, 2012; GAIERO et al;
2013). Estas interagdes sao sempre dinamicas e estao sob controle de uma
miriade de fatores bidticos e abidticos, de maneira que uma BPCV ndo atua
incondicionalmente sobre qualquer vegetal. Considerando-se que a
expressao de um gene resulta em um custo metabdlico e que a expressao
de genes esta sob controle de sinais endégenos e exdgenos (SALEEM et al.
2010), a utilizacdo de biofertilizantes contendo BPCVs somente podera
resultar em incrementos produtivos se a relacdao custo-beneficio para a
manutencado da interacdao planta-BPCV estiver adequadamente balanceada
para sustentar esta interacdo (PARTIDA-MARTINEZ e HEIL, 2011). Neste
contexto, um biofertilizante contendo uma BPCV eficiente no suprimento
de nutrientes (Nitrogénio ou Fdsforo, por exemplo) e que mantenha
elevada populagdo colonizando os tecidos vegetais durante o periodo de
desenvolvimento, provavelmente ndo ird apresentar efeitos benéficos caso
o ambiente de cultivo apresente condi¢des de plena nutricdo para a planta.
Nestes casos, é mais provdvel que o biofertilizante resulte em efeito neutro
ou mesmo negativo, uma vez que BPCVs sdo organismos heterotroéficos e
demandam energia da planta para manterem-se ativos e sob popula¢des
elevadas (HARTMANN et al., 2009).

Mesmo que a expressao dos efeitos de promog¢ao do crescimento
vegetal por BPCVs sejam dependentes do contexto relacionado as
condicdes do ambiente em que a planta esta inserida, os biofertilizantes
sao desenvolvidos para que a(s) BPCV(s) colonize(m) os tecidos vegetais ou
o ambiente rizosférico com densidades populacionais elevadas (COMPANT
et al., 2010). Como os habitats que estes microrganismos ocupam quando
em associacdo com as plantas sdao heterogéneos e descontinuos, o
estabelecimento de uma espécie bacteriana introduzida via biofertilizante
fica condicionado a sua capacidade de competir com os microrganismos
nativos (portanto melhores adaptados) pelos nutrientes disponiveis, de
sobrepujar os predadores e antagonistas e de resistir a possiveis estresses
abioticos. Esta capacidade de estabelecimento de uma espécie bacteriana
em associacdo com uma espécie vegetal — ou seja, a rizocompeténcia —
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envolve fatores bioquimicos de compatibilidade entre os gendtipos vegetal
e bacteriano. Estes fatores sdao determinantes na eficiéncia da associacao e
a auséncia de rizocompeténcia resulta em declinio progressivo na
densidade populacional dos microrganismos introduzidos, levando ao
insucesso na elicitacao das respostas de promoc¢ao do crescimento (KIM et
al, 1997; BASHAN, 1998; O’CALLAGHAN et al.,, 2001; STRIGUL e
KRAVCHENKO, 2006). Por outro lado, a compatibilidade associativa entre
planta-BPCV proporciona o estabelecimento e a perpetuacdao do
microrganismo. Nestas condi¢cdes, o didlogo molecular entre o par é bem
sucedido e culmina na expressdo dos mecanismos de promocdo do
crescimento pela BPCV, em resposta ao uso eficiente dos nutrientes e
compostos organicos disponibilizados pela planta.

A rizocompeténcia e seus fatores determinantes sdo raramente
estudados, apesar de serem fundamentais para proporcionar a maxima
expressao dos efeitos promotores do crescimento por BPCVs. Na maioria
dos casos, a compatibilidade entre pares associativos é deduzida a partir de
ensaios de interacdo planta-bactéria (inoculacdo) realizados em diferentes
condicbes e que sucedem a exploracao de associagdes naturalmente
existentes entre BPCVs e espécies de interesse agricola. Incrementos de
produtividade e de acumulo de nutrientes em plantas que receberam
inoculacdo com BPCV s3ao vastamente relatados pela literatura. Mesmo
considerando o pouco entendimento de como as relagdes benéficas entre
planta e bactéria sdao firmadas, uma grande diversidade de produtos
contendo BPCVs s3ao comercializados como insumo para a agricultura:
Agrobacterium radiobacter, Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum,
Azotobacter chroococcum, Bacillus fimus, Bacillus licheniformis, Bacillus
megaterium, Bacillus mucilaginous, Bacillus pumilus, Bacillus spp., Bacillus
subtilis, Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens, Burkholderia cepacia,
Delfitia acidovorans, Paenobacillus macerans, Pantoea agglomerans,
Pseudomonas aureofaciens, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas spp.,
Pseudomonas syringae, Serratia entomophilia, Streptomyces griseoviridis,
Streptomyces spp., Streptomyces lydicus e vdrios Rhizobia spp (GLICK,
2012). No Brasil, poucas estirpes de BPCVs estdo registradas no MAPA (IN
13 de 24/03/2011) para uso em formulacGes comerciais e compreendem:
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Bacillus subtilis (estirpes UFV 3918, UFV S1 e UFV S2); Frauteria aurantia
(estirpe UFV R1); Azospirillum brasilense (estirpes Ab-V1, Ab-V4, Ab-V5, Ab-
V6, Ab-V7 e Ab-V8), além de 116 estirpes de rizébios indicados para
diferentes espécies de leguminosas. Nao é dificil perceber que a tecnologia
de inoculacdao de cultivos comerciais de plantas nao-leguminosas com
bactérias promotoras do crescimento vegetal ainda incipiente no Brasil e
estd longe de ter todo o seu potencial conhecido e explorado, ainda mais se
considerada a biodiversidade natural dos biomas brasileiros.

A pratica de inoculagdao com BPCVs em cultivos agricolas de plantas nao-
leguminosas vem sendo adotada, de maneira crescente no Brasil, como
pratica de rotina para culturas como milho e trigo, mesmo considerando o
numero restrito de microrganismos registrados para a producdo de
biofertilizantes comerciais. No entanto, a biotecnologia de inoculacdo vem
sendo preconizada como uma pratica adicional ao manejo tradicional, visto
gue na maioria das propriedades os biofertilizantes sdo aplicados
adicionalmente ao uso de fertilizantes minerais. A variabilidade na resposta
dos cultivos agricolas ao uso de biofertilizantes é o principal argumento
para a adocdo da biotecnologia de inoculacdo como pratica adicional e ndo
como uma pratica alternativa. Por outro lado, os incrementos na
produtividade em decorréncia do uso de biofertilizantes sdo historicamente
maiores quando na auséncia ou sobre doses diminuidas de fertilizantes,
principalmente dos nitrogenados (VERESOGLOU e MENEXES, 2010). Ensaios
de inoculagao realizados na cultura do milho pelo grupo de pesquisa sobre
o desenvolvimento e a aplicacao de biofertilizantes da Universidade
Estadual de Londrina, vem demonstrando seguidamente que é possivel
obter elevadas produtividades sob menores dosagens de fertilizantes
nitrogenados. Além disso, os resultados obtidos nos ensaios conduzidos
pelo grupo ndo indicam a ocorréncia de possiveis efeitos aditivos
relacionados ao uso de biofertilizantes e dosagens regulares de N-
fertilizante. Ao contrdrio, as parcelas que receberam biofertilizante,
independentemente do tipo de formulagcao, ndo apresentaram resposta a
adubacdo nitrogenada (Figura 3). Os biofertilizantes apresentam uma
grande oportunidade para direcionar a atividade agricola no sentido da
sustentabilidade, mas deve-se considerar que muitos produtos disponiveis
atualmente no mercado mundial carecem de qualidade e levam a perda da
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confianca do setor produtivo nesta biotecnologia (HERRMANN e LESUEUR,
2013). N6s reforcamos que é possivel e vidavel substituir, ao menos
parcialmente, os insumos agricolas industrializados (fertilizantes e
agroquimicos) por tecnologias de base bioldgica. Avancos no conhecimento
das relagbes naturais entre planta-BPCV, como também sobre os fatores
que influenciam estas associacdes, sao imprescindiveis e devem ser
considerados no desenvolvimento de bioprodutos com alta eficiéncia.

Figura 3. Curva de tendéncia e coeficiente de correlagdo de Pearson entre a
produtividade de milho (hibridos AG2040 e 2B512Hx) e o uso de fertilizantes
nitrogenados, na auséncia e presen¢a de diferentes formula¢gdes de biofertilizante
contendo a bactéria Azospirillum brasilense Ab-V5. Os resultados correspondem a dois
anos agricolas (2010/11 e 2012/13).
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Fonte: os autores.

Isolamento de BPCVs

Diferentemente dos estudos de diversidade e ecologia microbiana, a
prospeccado de bactérias que sejam eficientes na promogao do crescimento
vegetal é necessariamente realizada pelo isolamento de representantes da
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comunidade. Anteriormente foi discutido sobre a heterogeneidade fisica,
quimica e bioldgica do solo e do efeito rizosférico atuando na modificagao
deste ecossistema. Esta diversidade de ambientes esta refletida na
diversidade microbiana associada aos vegetais, muito mais ampla do que se
supunha e capaz de influenciar de forma incisiva a produtividade,
diversidade e composicao de comunidades vegetais (VAN DER HEIJDEN et
al., 2008; RODRIGUEZ e REDMAN, 2008; YANG et al., 2009; HOL et al.,
2010). Apesar da importancia para o desenvolvimento de insumos
biotecnoldgicos essenciais na construcdao de novos modelos sustentdveis de
producdo agricola, o nimero de grupos microbianos conhecidos e descritos
representa apenas uma pequena fracdo da diversidade microbiana
naturalmente existente em associagdo com os vegetais. Em adicdo,
considerando que diferentes grupos bacterianos necessariamente terdo
requerimentos nutricionais e condi¢des de cultivo distintas, pode-se
concluir que a identificacdo de BPCVs eficientes e com potencial para o
desenvolvimento de insumos biotecnolégicos é uma tarefa laboriosa e
demorada, uma vez que ndo existe uma metodologia universalmente
aplicavel para esta finalidade.

Considerando o ambiente tropical, a estrutura e a funcdo dos
microrganismos associados as plantas é ainda mais incipiente, apesar do
Brasil possuir grande importancia mundial com relacdo as pesquisas em
fixacdo bioldgica de nitrogénio, tanto nas interagdes simbidticas entre
leguminosas e rizébios, como nas relagdes nao-simbidticas entre gramineas
e bactérias associativas, como as do género Azospirillum. O resgate dos
estudos que levaram o Brasil a possuir este reconhecimento demonstra a
grande importancia das estratégias aplicadas ao isolamento e ao cultivo de
novos grupos bacterianos (FREIRE, 1953; DOBEREINER, 1953; GALLI, 1958;
DOBEREINER 1966; DOBEREINER et al., 1970, BALDANI e BALDANI, 2005).

Algumas estratégias para o isolamento de bactérias promotoras do
crescimento vegetal vém sendo aplicadas com sucesso em estudos basicos
e aplicados, entretanto ndao existem protocolos para a prospec¢ao de
BPCVs que sejam direcionados para a obtencdo de isolados de alta
eficiéncia. Na pratica, o isolamento destas bactérias é feito a partir de
abordagens generalistas e massivas, prospectando-se amostras de solo ou
de tecidos vegetais como as raizes, que sao coletadas nas mais diferentes
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condi¢Oes (BASHAN et al.,1996; SAHARAN e NEHRA, 2011). A colecao de
isolados assim obtida segue para a identificacao, caracterizacao e selecao
dos individuos promissores. Estas abordagens muitas vezes resultam no
isolamento de centenas de individuos, dos quais somente alguns possuem
caracteristicas de interesse para o desenvolvimento de bioprodutos
(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; AMBROSINI e t al., 2012; SON et al., 2014;
JI et al., 2014). Estudos direcionados a obtencdao de grupos especificos de
bactérias promotoras do crescimento (endofiticos, mais abundantes,
diazotréficos, solubilizadores de fosfato, mitigadores de estresses) vem se
tornando uma alternativa, uma vez que restringem o isolamento aos
individuos que possuem a caracteristica de interesse (MIRZA et al., 2001;
PENROSE e GLICK, 2003; GOES et al.,, 2012; SINGH et al.,, 2014). Nestes
trabalhos, os meios de cultivo utilizados sdao considerados seletivos, semi-
seletivos e mesmo indicadores de alguma atividade ou mecanismo de
promog¢ao do crescimento vegetal. A opcao por tais meios de cultivo se
apresenta como principal vantagem para a obtengdo de grupos
microbianos especificos, como os diazotréficos, solubilizadores de fosfato,
produtores de siderdforos, entre outros. (PENROSE e GLICK, 2003;
TURNBULL et al., 2012). De qualguer modo, a maioria das estirpes
utilizadas em formulagdes inoculantes comerciais foram obtidas a partir de
estudos de bioprospeccao, utilizando material vegetal coletado sob
condicdo de cultivo comercial ou a partir da comunidade vegetal natural
(ROSENBLUETH e MARTINEZ-ROMERO, 2006). Considerando as
caracteristicas de rizocompeténcia e competitividade, existentes dentro da
biodiversidade bacteriana do solo, é possivel perceber que as abordagens
geralmente utilizadas para a obtencao de isolados de BPCV limitam o
acesso a microbiota presente em associacdo com a planta-alvo sob as
condicdes de desenvolvimento e periodo ontogénico existentes no
momento de sua coleta.

Nao existe um tipo preferencial de tecido vegetal que possa ser utilizado
para a bioprospeccao de BPVCs, uma vez que 0s microrganismos
associativos colonizam virtualmente qualquer tecido vegetal (Figura 4) e a
sua dispersdao entre os diferentes tecidos ndao apresenta um padrao
conhecido (TURNER et al., 2013). Mesmo considerando as limitacdes das
abordagens utilizadas para o isolamento de BPCVs, é possivel sugerir
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algumas estratégias para aumentar a chance de sucesso na obtencao de
isolados com potencial aplicacdo para o desenvolvimento de
biofertilizantes:

a) ldentificar qual o mecanismo de promocdo de crescimento vegetal de

interesse. A determinacdo prévia de um mecanismo especifico de
promocao do crescimento permite restringir a etapa de bioprospecgao
aos tecidos vegetais onde tais mecanismos sdao expressos de maneira
significativa e possibilita a utilizacdo de meios de cultivo seletivos e/ou
indicadores da atividade de interesse.

Figura 4 Tecidos vegetais com potencial para a prospec¢do de BPCVs e respectivos
mecanismos mais provaveis de promogdo do crescimento.

Fonte: os autores
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b) Realizar a bioprospeccdo priorizando representantes da comunidade
associativa presentes em elevadas populacdes. A diluicdo seriada dos
homogenatos de tecido vegetal ou de solo rizosférico possibilita o acesso
as BPCVs rizocompetentes, presentes nos tecidos vegetais em
populacdes elevadas (acima de 1 x 10 células/g tecido vegetal) e diminui
a chance de obtencdo de espécies transientes e de pouca influéncia
sobre o desenvolvimento vegetal.

c) Utilizar diferentes formulacdes de meios de cultivo. Os requerimentos
nutricionais das BPCVs podem ser extremamente diversificados. A
escolha dos meios de cultivo e dos procedimentos para o pré-
tratamento das amostras (desinfestacdo superficial, p. ex.) deve
considerar diferentes concentracdes e fontes de nutrientes, mesmo
quando meios de cultivo seletivos e/ou indicadores sdo utilizados.

d) Enriquecer a populacdo do solo com organismos compativeis com a
espécie vegetal estudada. O efeito rizosférico provoca alteracdes quali-
guantitativas sobre a comunidade do solo, de maneira que a utilizacao
de plantas-isca leva ao enriquecimento seletivo dos representantes da
comunidade nativa do solo compativeis com os exudatos
disponibilizados pela planta-isca, favorecendo seu isolamento.

Apbs a obtencdao dos isolados, seguem-se etapas de caracterizacdao
bioquimica e molecular, triagem e selecdao das BPCVs de maior potencial
para utilizacdo como insumo biotecnolégico (RANA et al., 2011). Os
principios que orientam a selecdo de BPCVs devem objetivar a obtencado de
estirpes compativeis com a espécie vegetal-alvo, considerando sua
adaptacdo as condi¢cOes edafoclimaticas prevalentes no(s) local(is) de uso,
sua competitividade frente as comunidades microbianas nativas e sua
incapacidade em promover grandes alteragdes na estrutura destas
comunidades. Além disso, deve ser dada preferéncia aos isolados
bacterianos pertencentes a grupos filogenéticos que ndao possuam histdrico
de patogenicidade (ao homem, animais e plantas) e que apresentem
facilidade de cultivo e de manipulagao. Em adi¢cao, a identificacdo de
diferentes mecanismos relacionados com a promog¢dao de crescimento
vegetal em um unico isolado de BPCV nao significa necessariamente a
identificacdao de um isolado “elite”, uma vez que inexiste até o momento
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qualquer ensaio de laboratério que substitua uma avaliagao criteriosa do
desempenho produtivo de um par planta-BPCV por meio de ensaios
conduzidos sob condicdo de campo (VERMA et al., 2001; GLICK, 2012).
Ademais, a identificacdo da capacidade de expressao de caracteristicas
relacionadas a promog¢ao do crescimento vegetal por BPCVs com base em
ensaios realizados in vitro, ndo apresenta necessariamente correlagdo com
a expressao destes efeitos nas interacdes in vivo (SMYTH et al, 2011).
Apesar da dificuldade na identificacdo de estirpes elite de BPCVs, com
capacidade real de atuar positivamente sobre o desenvolvimento vegetal
em condicdes de cultivo comercial, as etapas de isolamento, caracterizacao
bioquimica e ensaios preliminares de inoculacgdo ndao podem ser
negligenciadas (Figura 5), devido ao grande numero de isolados geralmente
obtidos nos estudos de bioprospeccao (BENEDUZI et al., 2008; GOES et al.,
2012). Mesmo considerando a grande demanda de esforco e tempo para a
identificacdo de estirpes bacterianas elite, a diversidade de formula¢des
comerciais fundamentadas no sistema simbidtico rizébios-leguminosas e a
eficiéncia alcancada por estes bioprodutos para o suprimento de nitrogénio
vem trazendo vantagens econdmicas, ambientais e sociais que ocorrem
pela substituicdo de agroquimicos por estes produtos biotecnoldgicos
(BALA et al., 2001; DEEPA et al., 2010; NIEVAS et al., 2012). Para as espécies
nao leguminosas, onde ndao ocorrem relagdes simbidticas verdadeiras entre
os pares envolvidos, dificilmente seja possivel desenvolver uma Unica
estratégia/produto apresentando elevada eficiéncia na promog¢do do
crescimento para diferentes culturas sob diferentes condi¢des
edafoclimaticas. Entretanto, os potenciais beneficios obtidos pelo uso
destes biofertilizantes para a diminuicao do uso de insumos industriais em
agrossistemas corroboram a necessidade de intensificacgdo nos estudos
relacionados a estas interacdes associativas (HUNGRIA et al., 2010; GLICK,
2012; GAIERO et al. 2013). Uma alternativa para incrementar a eficiéncia de
biofertilizantes contendo BPCVs em cultivos de nao-leguminosas seria a
inoculacdo de culturas mistas, utilizando combinacdes de isolados
especializados em mecanismos de promog¢ao do crescimento vegetal
complementares (ALAGAWADI e GAUR, 1992; RODRIGUEZ e FRAGA, 1999;
OLIVEIRA et al., 2006; YU et al., 2012). O efeito sinérgico da co-inoculacdo
de bactérias solubilizadoras e fungos micorrizicos (FMA) tém sido sugerido
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como uma alternativa para a biofertilizacdo, visto que algumas destas
bactérias podem mobilizar ions fosfato presentes em fontes insoluveis,
disponibilizando-os para absorcdo pelas hifas externas de FMAs e
permitindo desta forma, uma maior exploracao das fontes de P presentes
nos minerais do solo (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999; DODD e RUIZ-LOZANO,
2012).

Inoculantes agricolas para plantas nao leguminosas: biofertilizantes

A pratica da inoculacdo de plantas com BPCV remonta ao inicio do século
XX, quando um produto contendo Rhizobium sp. foi patenteado (BASHAN,
1998). Da mesma forma, fungos micorrizicos sdo utilizados como
biofertilizantes desde a década de 1950, promovendo o crescimento da
planta pela maior absorcdao de nutrientes, com destaque para a nutricao
fosfatada (MOSSE, 1957; SMITH e SMITH, 2012). Esforcos de investigacdo
relacionados ao entendimento das interagdes entre microrganismos e
vegetais vém ganhando importancia crescente, pois resultam em
mecanismos sustentaveis de incremento na produtividade agricola. A
importancia econémica dos biofertilizantes é também explicita: a sua
utilizacdo pode diminuir ou mesmo eliminar a aplicacao de fertilizantes
minerais sollveis, que constitui um dos fatores de maior pressdao sobre o
custo dos produtos agricolas. Inoculantes microbianos para uso agricola
representam uma tecnologia projetada para melhorar a produtividade dos
agrossistemas no longo prazo, alinhada com os principios da agricultura
sustentavel e da agroecologia, em oposicdao a utilizacdo crescente de
insumos industrializados (NAIMAN et al.,, 2009; DODD e RUIZ-LOZANO,
2012).

A recomendacgado para uso de inoculantes contendo BPCVs em cultivos
agricolas comerciais vem ganhando espaco, bem como a gama de
formulacGes comerciais de biofertilizantes disponiveis nos mercados
nacional e — principalmente — internacional. Na maioria dos casos existem
estudos cientificos corroborando os efeitos dos microrganismos presentes
nas formulacGes comerciais sobre o crescimento e/ou desenvolvimento
vegetal (RUSSO et al., 2005; NAIMAN et al., 2009; WALKER et al., 2011).
Apesar da grande diversidade de espécies descritas pela capacidade de
facilitar a nutricdo vegetal (MALUSA et al, 2012; GLICK, 2012), a maioria das
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formulagdes comerciais nao-rizobianas disponiveis contém bactérias dos
géneros Azospirillum e Bacillus (HERRMANN e LESUEUR, 2013). Por outro
lado, é também consenso que muitos dos produtos comercializados,
historicamente, sofrem de baixa qualidade na formulacdao, o que pode
diminuir a confianca do setor produtivo nesta tecnologia (BASHAN, 1998;
HERRMANN e LESUEUR, 2013).

O desenvolvimento de formulagdes inoculantes é a etapa final e
provavelmente a mais importante, do ciclo de vida de um biofertilizante.
Uma formulacdo inoculante de excelente qualidade é o resultado de um
processo polifasico e multidisciplinar, que resulta em um veiculo carreador
adequado para garantir a longevidade e rizocompeténcia de uma ou mais
estirpes selecionadas, de maneira a cumprir os requerimentos legais e
funcionais de sua aplicacdao. Formulag¢des inadequadas sdo frequentemente
as barreiras mais comuns para a comercializacdo dos mesmos (MILANI et
al., 2013). Para que se possam formular e produzir comercialmente os
inoculantes, existe a necessidade de integracdo dos parametros fisicos,
guimicos e biolégicos nestes produtos, permitindo assim a manutencado de
elevadas populagdes do microrganismo alvo e um maior tempo de
sobrevivéncia em prateleira e no campo (ANANDHAM et al., 2007). O
desenvolvimento destas novas formulacGes deve necessariamente estar
fundamentado em estudos sobre fisiologia de microrganismos,
desenvolvimento e compatibilidade de materiais e estratégias de
veiculacdo de células. Além disso, novos produtos devem necessariamente
atender as exigéncias legais e neste sentido as colaboracdes e parcerias
entre pesquisa, desenvolvimento e o setor produtivo sdo necessarias para a
melhoria na qualidade final de um biofertilizante (Figura 5).

A tecnologia de inoculacdo de cultivos comerciais com bactérias
promotoras do crescimento vegetal ainda é subaproveitada no Brasil e esta
longe de ter todo o seu potencial utilizado pelo setor agropecuario
nacional. A inércia do mercado em adotar a tecnologia de inoculagao em
substituicdo ao uso de fertilizantes minerais pode ser parcialmente
explicada pelos seguintes fatores:

1) Auséncia de estudos relacionados a alternativas de manejo para
condugao de cultivos utilizando a tecnologia de inoculagao.
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2) Auséncia de um programa de melhoramento que considere como
parametro de selecdo, gendtipos vegetais de alta compatibilidade para
associagao com BPCVs.

3) Inexisténcia de metodologias ageis para a identificacdo, selecao e
validacdao de estirpes bacterianas de alto potencial para uso como
inoculante, permitindo uma ampliacdo da colecdao de estirpes
registradas para aplicacdo nas diferentes condi¢cdes edafoclimaticas
brasileiras.

4) Variabilidade na qualidade dos inoculantes contendo BPCVs, refletida na
heterogeneidade de resposta a inoculagdo para uma mesma estirpe
inoculante, muitas vezes sob as mesmas condi¢des edafoclimaticas.

No Brasil, os biofertilizantes sdao produzidos utilizando estirpes
registradas no MAPA, todas consideradas de elevada eficiéncia. Estes
biofertilizantes sdo comercializados em basicamente duas formulagdes:
liguidas e sélidas (esta ultima geralmente com base na turfa). Este mercado
é bastante seletivo, concentrando cerca de 99% das doses comercializadas
para a cultura da soja (MAPA). Porém, a méaxima eficiéncia dos inoculantes
comercializados no Brasil nem sempre é obtida. Formulagdes liquidas, por
exemplo, podem apresentar diminuicdo na eficiéncia quando utilizadas em
cultivos realizados no cerrado, uma vez que muitas das formulacdes
liguidas ndo possuem substancias protetoras em sua composicdo. Estas
substancias possuem a funcdo de proteger as células bacterianas
veiculadas contra dessecacdo e degradacao oxidativa e sdo de ocorréncia
intrinseca na turfa utilizada em formulagdes sélidas (HUNGRIA et al., 2005).
O desenvolvimento de novas formulagdes vem sendo sugerido por diversos
autores como uma das necessidades para o aperfeicoamento da tecnologia
de inoculacdo (DENARDIN e FREIRE, 2000; TRIVEDI et al., 2005; YOUNG et
al., 2006; HERRMANN e LESUEUR, 2013).

Pode-se perceber que o veiculo inoculante possui grande importancia na
capacidade de expressao dos efeitos promotores de crescimento vegetal
pela estirpe bacteriana a ela veiculada. Poucas informagdes a este respeito
sao disponiveis na literatura e o setor produtivo trata como segredos
industriais as formulagdes utilizadas para a produgao de biomassa celular e
para a produgao de biofertilizantes. Entretanto as caracteristicas desejaveis
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Figura 5 Fluxograma ilustrativo das etapas necessarias ao desenvolvimento de em uma formulacdo biofertilizante podem ser enumeradas e sdo bem

biofertilizantes e proposta de integracdo entre pesquisa, desenvolvimento e o setor discutidas na literatura. Dentre estas caracteristicas, destacam-se: baixo
produtivo para o desenvolvimento de biofertilizantes de alta eficiéncia.

custo de producao; uniformidade quanto as caracteristicas fisicas e
quimicas do produto (pH, umidade, granulometria, nutrientes);
regularidade na qualidade e na aquisicao das matérias primas utilizadas;
facilidade de manipulacdo, transporte e armazenamento; auséncia de
toxidez ao homem e ao ambiente; afinidade pela dgua; biodegradabilidade;
capacidade de sustentar uma alta concentracao de células pelo periodo de
armazenamento e no sitio de aplicacdo (ambiente do solo, ambiente da
rizosfera, ambiente da filosfera); flexibilidade quanto as condigdes
edafoclimaticas de uso e quanto as espécies microbianas veiculadas
(BASHAN 1998; ALBAREDA et al., 2008). O desenvolvimento de uma
formulacdo inoculante que apresente todas as caracteristicas desejaveis
ndo é uma tarefa trivial e provavelmente constitui o maior desafio para a
consolidagao desta tecnologia.

Uma das formas de se alcancar o desenvolvimento de uma formulacao
inoculante préxima do ideal é a utilizacdo de misturas de materiais,
considerando que a existéncia de todas as caracteristicas desejdveis em
uma Unica substancia, sem que isto acarrete impedimentos econOmicos
para o desenvolvimento do produto, é reduzida. A mistura em propor¢des
adequadas de diferentes materiais que possam apresentar propriedades
aditivas quanto as caracteristicas desejaveis em uma formulacdo
inoculante, pode levar ao desenvolvimento de um produto de baixo custo.
As propriedades sinérgicas resultantes da mistura dos materiais
participantes da mistura podem favorecer uma maior eficiéncia funcional
ao biofertilizante, e conseqiientemente a melhoria dos efeitos promotores

Conformidade com a
legisiacao

formulacao para

producao de
biomassa

Validacao da formulacao;

- Pesquisa do crescimento vegetal pelo uso de insumos microbianos (VAN ELSAS e
[ indistria e comércio HEIJNEN, 1990; HERRMANN e LESUEUR, 2013). Por outro lado, a utilizagao
Registro de diferentes substancias para a produ¢ao de uma mistura homogénea

e mercado . . . ;s , . .
pode apresentar dificuldades inerentes as caracteristicas fisico-quimicas

das substancias envolvidas, o que pode resultar na instabilidade da mistura
obtida decorrente de interagdes parciais (ou mesmo inexistentes) entre os
Fonte: Adaptado de Bashan et al. (2014). componentes da mistura (MALUSA et al., 2012).
Alternativas recentes vém sendo apresentadas ao uso de inoculantes
liguidos e turfosos, fundamentadas no uso de misturas poliméricas
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(BASHAN e GONZALEZ, 1999; DENARDIN e FREIRE, 2000; SILVA et al., 2012).

Dentre os biopolimeros apresentados, estao carboximetilcelulose, alginato

e amido. Estes polimeros sdo utilizados para a formacdo de microcapsulas,

por diferentes processos, incluindo a extrusdao a frio. A imobilizacdao de

células microbianas em uma matriz polimérica apresenta vantagens
consideraveis sobre a inoculacdo direta no solo ou nas sementes,
entretanto alguns fatores devem ser considerados, principalmente aqueles
relacionados ao custo da formulacdao (BASHAN et al., 2008; SCHOEBITZ et
al., 2013). O principal objetivo a ser alcancado pela encapsulacao de BPCVs

é a protecdo das células contra um ambiente desfavoravel como o solo,

reduzindo a predagdao e a competicdo com 0s microrganismos nativos,

promovendo a sua liberacdo gradual e continua, consequentemente

facilitando a colonizacdo das raizes das plantas cultivadas (BASHAN, 1986;

YOUNG et al., 2006; SCHOEBITZ et al.,, 2013). Qualquer que seja a

formulacdo pretendida, liquida ou sdlida, o desenvolvimento de um novo

veiculo inoculante deve considerar as mesmas caracteristicas ja
comentadas, além de buscar funcionalidade para diferentes espécies
microbianas, ser oriundo de uma fonte renovavel e de baixo custo, ser
atdxico e biodegradavel, apresentando eficiéncia e versatilidade para

diferentes condicdes de solo e clima, podendo ser transportado e

armazenado sob temperatura ambiente.

Diferentes substancias possuem influéncia quanto ao comportamento e
sobrevivéncia das células microbianas adicionadas aos veiculos inoculantes
(TRUJILLO-ROLDAN et al., 2013). Dentre os aditivos mais comuns utilizados
em formulagdes liquidas, destacam-se:

1. Glicerol; apresenta boa interacao com a agua, elevada estabilidade
fisico-quimica e atua como isolante térmico e agente hidratante,
podendo ser usado como fonte de carbono durante o crescimento
microbiano (BASHAN, TREJO e DE-BASHAN 2011).

2. Biopolimeros (polivinil dlcool - PVA, polivinil pirrolidona - PVP, polietileno
glicol - PEG, bem como o alginato, a goma xantana e o amido); sdo
adicionados para neutralizar compostos toéxicos, como os compostos
fendlicos liberados na rizosfera (TITTABUTR et al., 2007). Também
possuem uma boa ligacdo com a agua e atuam como agente hidratante;
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além de melhorar a adesdao das células microbianas a semente
(TEMPRANO et al., 2002).

3. Carboidratos (glicose, sacarose) e diferentes tipos de rocha moida;
utilizados em veiculos inoculantes com a fun¢ao de fornecer nutrientes
para as células bacterianas quando introduzidas no solo e durante o
periodo de armazenamento (ANANDHAM et al., 2007).

Além da influéncia dos componentes do meio de cultivo sobre o
crescimento e producao de biomassa por bactérias, as condi¢des de cultivo
(temperatura, aeracdo, duracdao) também possuem importancia sobre a
qualidade do inoculante produzido. Considerando a diversidade de
espécies bacterianas com potencial aplicacdo na promocdo do crescimento
vegetal, é praticamente impossivel o desenvolvimento de uma formulacdo
que seja aplicada a producdo de biomassa microbiana de maneira
universal. Os requerimentos nutricionais que levam cada estirpe de BPCV a
um estado fisiolégico de alta rizocompeténcia provavelmente sao
particulares a cada uma (MALUSA et al., 2012). Por outro lado, as
caracteristicas celulares que indicam a rizocompeténcia, mesmo que pouco
exploradas pela literatura, podem se apresentar comuns entre diferentes
espécies microbianas permitindo seu estudo de maneira comparativa
(BASHAN e DE-BASHAN, 2005; MARASCO et al., 2012). Muitas das
substancias presentes na formulacdo do meio de cultura serao utilizadas
pelas estirpes inoculantes como base para a biossintese de biomoléculas de
extrema importancia para a qualidade dos inoculantes produzidos, como
exopolissacarideos e lipopolissacarideos (OKON; ITZIGSOHN, 1992;
BURDMAN et al.,, 2000; KADOURI; JURKEVITCH; OKON, 2003; BAHAT-
SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004). Estes polimeros possuem grande
importancia para desenvolvimento de formulagdes inoculantes de alta
gualidade, atuando como fator de protecao das células microbianas contra
a dissecacao e facilitando sua adesao a superficies, melhorando a
viabilidade e rizocompeténcia das formulacdes (HUNGRIA et al., 2005;
MALUSA et al., 2012). Além disso, o tempo de cultivo é determinante para
a quantidade de moléculas de reserva (poli-hidroxibutirato, poli-
hidroxialcanoato) armazenadas pelas células bacterianas (KEFALOGIANNI e
AGGELIS, 2002; DONOT et al.,, 2012), como também para a qualidade e
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concentragcdo de moléculas de sinalizagdo (fitormonios, lipoquito-
oligossacarideos) presentes nos meios de cultivo (DOUFRENE e ROUXHET,
1996; PATTEN et al., 2013). A presenca destas biomoléculas na formulacao
pode servir como parametro para a presenca de biomassa celular com alta
qualidade fisiolégica e alta rizocompeténcia, apesar da grande caréncia de
estudos sobre este tema.

A melhoria da qualidade e da eficiéncia de formulagdes inoculantes pode
ser obtida pela adicdo de suplementos as formulagdes inoculantes, como
demonstrado para Bradyrhizobium japonicum, onde microesferas
compostas por glicerol, glutamato, fosfatos e extrato de levedura
adicionadas a formulacdo final promoveu incrementos na nodulagdo de
soja sob condicOes de estresse hidrico (FOUILLEUX et al., 1996). A adicdo de
oxidos, como zinco e magnésio, também apresenta efeitos positivos na
sobrevivéncia das células microbianas em veiculos inoculantes a base de
carboximetilcelulose (FERNANDES JUNIOR et al., 2009). Os &cidos humicos
adicionados em formulag¢des inoculantes sdao descritos por favorecer a
sobrevivéncia das células durante o periodo de armazenamento, bem como
proporcionar melhorias na performance do inoculante (YOUNG et al., 2006;
CANELLAS et al.,, 2013). O uso de leite em pd desnatado também é um
aditivo utilizado em formulagdes inoculantes, porém o efeito positivo da
adicdo desta substancia ndo estd confirmado (BASHAN, 1986; TRIVEDI et
al., 2005). De qualquer maneira, considerando que as interacdes entre
BPCVs e as plantas ndo sdo promiscuas e que requerimentos de
compatibilidade e rizocompeténcia sdo imprescindiveis para o sucesso do
uso da tecnologia de inoculacdo em cultivos comerciais, é de extrema
importancia verificar sempre a validade do produto utilizado, as
recomendacgdes técnicas do fabricante relativas a dosagem e cultura-alvo e
utilizar somente produtos registrados no MAPA como forma de garantir
parametros minimos de eficiéncia da tecnologia de biofertilizantes.

A qualidade dos inoculantes presentes no mercado é essencial para a
eficiéncia deste produto. No Brasil os inoculantes produzidos tém sua
qualidade controlada pelo MAPA, que adota alguns parametros
determinados por protocolos produzidos pela RELARE (Rede de
Laboratdrios para Recomendagao, Padronizagao e Difusdo de tecnologia de
Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola). A RELARE é um férum em
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qgue os pesquisadores se reunem a cada dois anos e, apds anadlise dos
resultados obtidos, uma lista com o nome das melhores estirpes
selecionadas passam a ser recomendadas para registro junto ao MAPA,
para que possam ser distribuidas para a producdao de inoculantes. A
determinacdo das estirpes recomendadas é complexa, pois deve considerar
fatores como: a eficiéncia para diferentes cultivares disponiveis no
mercado, capacidade de competir com os organismos do solo, adequacao a
fermentacdo industrial e, principalmente, ter a capacidade de se adaptar
aos solos, sem nenhum prejuizo a microflora natural do mesmo (HUNGRIA;
CAMPO; MENDES, 2007). No Brasil, existem diferentes normativas para a
regulamentacdo de biofertilizantes, de acordo com o grupo bacteriano
presente na formulacdo (rizdbios, bactérias associativas e bactérias
promotoras de crescimento), sendo este produtos tratados como
inoculantes. Existem atualmente no Brasil registros de microrganismos
autorizados para producdo de inoculantes para as culturas da soja, feijao,
ervilha, milho, trigo, arroz, amendoim, entre outros (MAPA, 2011).

CONSIDERACOES FINAIS

A existéncia de inUmeras associacdes naturalmente existentes entre os
vegetais e a microbiota do solo apresenta-se como um campo vasto para o
desenvolvimento de biofertilizantes e outros insumos agricolas de carater
biotecnoldgico. Os fendmenos de epigenética, atualmente em destaque na
literatura mundial, confirmam a influéncia do ambiente sobre a expressao
de genes e desta maneira as relagdes planta-microrganismos sao
interdependentes e podem levar tanto ao aumento do estado produtivo e
fitossanitario dos vegetais, como a sua diminui¢cdo. A heterogeneidade de
fatores de dificil controle em condi¢cdes experimentais prdoximas as
observadas no ambiente de produgao agricola apresentam-se como grande
desafio ao entendimento destas interrelacdes e o maior conhecimento
destes fatores devera levar a estratégias de manejo e utilizagdo dos
biofertilizantes e sua consolidagao como pratica agricola.
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