ISSN 1517-5111
ISSN on-line 2176-5081

DOCUMENTOS Novembro/2021
384

A inoculacio do feijoeiro no Brasil

Alternativas para aumentar a produtividade utilizando
microrganismos promotores do crescimento vegetal




ISSN 1517-5111
ISSN on-line 2176-5081
Setembro/2021

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Centro de Pesquisa Agropecudria dos Cerrados
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

DOCUMENTOS 384

A inoculacio do feijoeiro no Brasil

Alternativas para aumentar a produtividade utilizando
microrganismos promotores do crescimento vegetal

Lucas Gabriel Ferreira Coelho
Catharine Abreu Bomfim
leda de Carvalho Mendes
Helson Mario Martins do Vale
Fabio Bueno dos Reis Junior

Embrapa Cerrados
Planaltina, DF
2021



Exemplar desta publicagdo disponivel gratuitamente no
link: https://www.bdpa.cnptia.embrapa.br

Embrapa Cerrados

BR 020, Km 18, Rod. Brasilia / Fortaleza
Caixa Postal 08223

CEP 73310-970, Planaltina, DF

Fone: (61) 3388-9898
embrapa.br/cerrados
embrapa.br/fale-conosco/sac

Comité Local de Publicagées da Unidade

Presidente
Lineu Neiva Rodrigues

Secretaria-executiva
Alexsandra Duarte de Oliveira

Secretaria
Alessandra Silva Gelape Faleiro

Membros

Alessandra Silva Gelape Faleiro;
Alexandre Specht; Edson Eyji Sano;

Fabio Gelape Faleiro; Gustavo José Braga;
Jussara Flores de Oliveira Arbues;
Kleberson Worslley Souza;

Maria Madalena Rinaldi;

Shirley da Luz Soares Araujo

Supervisao editorial e revisao de texto
Jussara Flores de Oliveira Arbues

Normalizagdo bibliografica
Shirley da Luz Soares Araujo

Projeto grafico da colegéo
Carlos Eduardo Felice Barbeiro

Editoragéo eletronica
Leila Sandra Gomes Alencar

Fotos da capa
Fabiano Bastos
Fabio Bueno

Impresséo e acabamento

Alexandre Moreira Veloso

12 edigao

12 impresséao (2021): tiragem 30 exemplares

Todos os direitos reservados.
A reprodugdo ndo autorizada desta publicagéo, no todo ou em parte,
constitui violagéo dos direitos autorais (Lei n® 9.610).

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacéo (CIP)
Embrapa Cerrados

158 A inoculagdo do feijoeiro no Brasil: alternativas para aumentar a
produtividade utilizando microrganismos promotores do crescimento
vegetal / Lucas Gabriel Ferreira Coelho ... [et al.]. — Planaltina, DF :

Embrapa Cerrados, 2021.

47 p. (Documentos / Embrapa Cerrados, ISSN 1517-5111, ISSN

online 2176-5081, 384).

1. Feijdo. 2. Fixagdo de nitrogénio. 3. Rizébio. I. Coelho, Lucas
Gabriel Ferreira. Il. Embrapa Cerrados. lll. Série.

CDD (21 ed.) 635.652

Shirley da Luz Soares Araujo (CRB 1/1948)

© Embrapa, 2021



Autores

Lucas Gabriel Ferreira Coelho

Bidlogo, mestrando no programa de Pds-Graduagao em
Biologia Microbiana pela Universidade de Brasilia, bolsista da
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF

Catharine Abreu Bomfim

Biotecnodloga, doutoranda em Biologia Microbiana pela
Universidade de Brasilia, bolsista da Embrapa Cerrados,
Brasilia, DF

leda de Carvalho Mendes

Engenheira-agréonoma, Ph.D. em Ciéncia do Solo,
pesquisadora da Embrapa Cerrados, Planaltina, DF

Helson Mario Martins do Vale

Licienciado em Ciéncias Agricolas, doutor em Microbiologia
Agricola, professor da Universidade de Brasilia, Brasilia, DF

Fabio Bueno dos Reis Junior

Engenheiro-agrénomo, doutor em Ciéncia do Solo, pesquisador
da Embrapa Cerrados, Planaltina, DF






Apresentacao

O Brasil esta entre os maiores produtores e consumidores mundiais de fei-
jao, esse alimento que faz parte da dieta de diversos paises e & considerado
uma fonte de proteinas, fibras e minerais de baixo custo. Pertencente a fa-
milia das leguminosas, o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é capaz de intera-
gir com bactérias do solo, popularmente conhecidas como rizébios, capazes
de realizar a fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN). Neste documento, sao
abordados, inicialmente, aspectos relacionados a simbiose do feijoeiro com
rizobios, destacando as principais espécies capazes de nodular essa cultura
e realizar a FBN. Em seguida, é discutido o potencial para promogéao de cres-
cimento e ganhos de produtividade, provenientes da inoculagado com estirpes
selecionadas pela pesquisa, o que pode resultar na melhoria dos aspectos
econdmicos e na diminuigdo dos impactos ambientais negativos associados
ao uso de fertilizantes quimicos nitrogenados. Por fim, sdo apresentadas as
principais estratégias de inoculagéo surgidas nos ultimos anos, como a coi-
noculagdo com outras rizobactérias promotoras do crescimento vegetal, que
trazem beneficios para a cultura e podem aumentar a eficiéncia da FBN, com
impactos positivos sobre a produtividade do feijoeiro.

Sebastido Pedro da Silva Neto
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Introducao

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma das leguminosas mais consu-
midas no mundo e é a base alimentar de varios paises, principalmente os em
desenvolvimentos e emergentes, por ser uma fonte proteica de baixo custo e
possuir alta concentragéo de carboidratos e aminoacidos essenciais (Costa et
al., 2006; Hayat et al., 2014; Rezende et al., 2018). A maior parte da producao
mundial de feijao se concentra na Asia e nas Américas, sendo o Brasil o ter-
ceiro maior produtor, com producao anual de 3 milhdes de toneladas de gréos,
atras apenas da india e Myanmar, com 3,8 milhdes e 3,2 milhdes de toneladas
por ano, respectivamente (FAO, 2019). O feijao no Brasil é cultivado em trés
safras distintas (safra das aguas, safra da seca e safrinha) e faz parte dos sis-
temas de producao de pequenos, médios e grandes produtores, esses ultimos
em escala empresarial altamente tecnoldgica. As regides que mais produzem
feijao no Brasil sdo: Sul, Sudeste e Centro-Oeste, com destaque para os esta-
dos do Parana, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso (CONAB, 2020).

Pertencente a familia das Fabaceae (ou Leguminosae), o feijoeiro é capaz
de realizar simbiose com bactérias comumente chamadas de rizobios, que
fixam o nitrogénio atmosférico (N,) e o disponibiliza na forma amonical para
as plantas. As bactérias conhecidas como mais eficientes na interagdo com
o feijoeiro pertencem ao género Rhizobium como Rhizobium tropici, R. etli,
R. freirei, R. phaseoli, entre outras (Martinez-Romero et al., 1991; Segovia et
al., 1993; Dall’Agnol et al., 2013; Mercante et al., 2017). Além das bactérias
do género Rhizobium, o feijoeiro é capaz de interagir com bactérias perten-
centes a outros géneros, tais como Bradyrhizobium e Paraburkholderia, em
niveis variaveis de eficiéncia (Michiels et al., 1998; Dall’Agnol et al., 2017).

Estirpes de rizdbios competitivas, geneticamente estaveis, tolerantes a solos
acidos e a altas temperaturas, tém sido selecionadas, principalmente den-
tro do género Rhizobium, com melhor eficiéncia da FBN no feijoeiro. Como
resultado, estirpes como R. tropici SEMIA 4077 (= CIAT 899) e SEMIA 4088
(=H 12) e R. freirei SEMIA 4080 (= PRF 81) foram selecionadas e sdo auto-
rizadas para a producao de inoculantes para a cultura do feijoeiro no Brasil
(Brasil, 2011). Ainoculagao dessas bactérias no cultivo do feijoeiro resulta em
produtividades que podem ser superiores a 4 mil quilogramas de grdos por
hectare (Hungria et al., 2013; Andraus et al., 2016; Peres et al., 2016; Barros
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et al., 2018; Steiner et al., 2019). No entanto, a inoculagao dessa cultura com
as estirpes comerciais tem gerado resultados variaveis. As causas principais
dessa variagado estdo associados a grande diversidade de rizébios nativos
altamente competitivos presentes nos solos brasileiros (Vargas et al., 2000;
Ferreira et al., 2013).

Outros fatores como a baixa especificidade hospedeira, a senescéncia pre-
coce dos nédulos (Michiels et al., 1998; Silva et al., 2019), e a susceptibili-
dade da cultura a estresses bioticos e abiodticos, como pragas, solos acidos
e altas temperaturas, contribuem para diminuir a eficiéncia da FBN e, conse-
quentemente, a reduzir a capacidade produtiva da cultura. As inconsisténcias
nas respostas a inoculagao do feijoeiro, somadas a alta demanda de nitro-
génio pela cultura, faz com que o uso de fertilizantes quimicos nitrogenados
seja indispensavel em algumas regides para garantir altos niveis de produ-
¢ao de graos. Para aumentar a eficiéncia do processo biolégico e diminuir o
uso de fertilizantes nitrogenados, novas estratégias de inoculagdo tém sido
desenvolvidas.

A coinoculagéo da bactéria simbionte do feijoeiro com outras bactérias as-
sociativas, promotoras do crescimento vegetal, € uma das alternativas que
vem sendo cada vez mais adotada pelos produtores brasileiros. A rizobac-
téria Azospirillum brasilense tem tido destaque devido a sua capacidade em
produzir reguladores de crescimento vegetal, principalmente acido indolacéti-
co, o qual promove o crescimento radicular e o ganho em biomassa, além de
aumentar a tolerancia a estresses bibticos e abidticos, com efeitos positivos
em plantas mais susceptiveis a estresses, como o feijoeiro (Okumura et al.,
2013; Fukami et al., 2017, 2018a, 2018c). A coinoculagado do feijoeiro com
R. tropici e A. brasilense tem demonstrado aumento no niUmero e na massa
seca de nddulos, na biomassa seca de raiz e na parte aérea e no rendimen-
to de graos, que pode ser até 26% superior ao controle inoculado apenas
com Rhizobium spp. e 5% superior ao controle nitrogenado com 80 kg N/ha
(Remans et al., 2008; Hungria et al., 2013; Peres et al., 2016; Souza; Ferreira,
2017; Steiner et al., 2019).

Diferentes modos de inoculagdo, como o0 que ocorre no sulco de cultivo e
até mesmo foliar, em diferentes fases de desenvolvimento, também tém sido
propostos. Em trabalhos com soja e milho, essas alternativas tém demons-
trado ganhos significativos de produtividade, em relagédo a inoculagao exclu-
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sivamente via sementes (Hungria et al., 2015a, 2015b; Fukami et al., 2016;
Moretti et al., 2018). Puente et al. (2018) destacam, por exemplo, que a ino-
culagéo suplementar via foliar com A. brasilense em soja pode resultar em
ganhos de produtividade, que, provavelmente, estao relacionados a sintese
de reguladores de crescimento vegetal.

Além da inoculagdo com rizobactérias associativas e novos modos de inocu-
lagéo, o uso de moléculas do metabolismo secundario de bactérias promoto-
ras do crescimento vegetal tem mostrado resultados promissores em termos
de produtividade. A inoculagao de plantas de soja e milho com extratos me-
tabdlicos de rizébios, contendo compostos secundarios como exopolissacari-
deos (EPS), lipoquitooligossacarideos (LCOs) e reguladores do crescimento
vegetal, pode favorecer o estabelecimento das interagbes planta-microrga-
nismos, além de promover o crescimento vegetal (Marks et al., 2013, 2015).

Novas alternativas e estratégias para a inoculagao do feijoeiro permitem vis-
lumbrar um cenario propicio para a diminuigdo do uso de fertilizantes nitroge-
nados e dos impactos ambientais e econémicos causados pelo uso excessivo
deste insumo. Esse documento tem como objetivo abordar os resultados de
pesquisa sobre a inoculagao do feijoeiro com bactérias do género Rhizobium
spp. no Brasil, além de recentes estratégias de inoculagdo promissoras para
aumentar a nodulacao e a produtividade e, consequentemente, a diminuicao
do uso de fertilizantes quimicos nitrogenados na cultura.

Fixacdo biolégica de nitrogénio no feijoeiro

Grande parte das plantas da familia Fabaceae (ou Leguminosae), popu-
larmente conhecidas como leguminosas, possuem a capacidade de inte-
ragir, por meio de uma relagdo simbidtica mutualistica, com um grupo de
bactérias Gram-negativas, pertencentes as classes Alphaproteobacteria e
Betaproteobacteria, nominadas de modo geral como rizobios (Haag et al.,
2012). Por meio do complexo enzimatico nitrogenase, as bactérias diazo-
tréficas (fixadoras de nitrogénio atmosférico) séo capazes de reduzir o N,
atmosférico a amonia (NH,), sendo, em seguida, convertida em ion aménio
(NH,*), a principal fonte de nitrogénio assimilavel pelas plantas. O processo
de fixagao bioldgica ocorre em estruturas especializadas nas raizes denomi-
nadas nddulos, em que o hospedeiro fornece protecéo e fotoasssimilados em
troca do nitrogénio fixado (Ferguson et al., 2010; Haag et al., 2012).
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Uma importante caracteristica do feijoeiro € a capacidade de realizar sim-
biose com bactérias pertencentes a diversos géneros do grupo dos rizébios.
As principais espécies nodulantes eficientes do feijoeiro pertencem ao gé-
nero Rhizobium, sendo elas: Rhizobium etli (Segovia et al., 1993), R. tropici
(Martinez-Romero et al., 1991), R. phaseoli (Ramirez-Babena et al., 2008),
R. paranaense (Dall’agnol et al., 2014), R. freirei (Dall’agnol et al., 2013),
R. gallicum (Amarger et al., 1997) e R. leguminosarum (Grange et al., 2007).
Todas essas espécies ja foram isoladas de solos brasileiros, com excegao
de R. gallicum (van Berkum et al., 1996; Amarger et al., 1997; Grange et al.,
2007). A espécie R. etli, juntamente com R. leguminosarum e R. tropici, sao
as mais comuns em solos brasileiros (Pinto et al., 2007; Grange; Hungria,
2004), com a espécie R. tropici apresentando a maior estabilidade genética,
mantendo suas propriedades simbidticas mesmo sob condigbes de estresse
(Mostasso et al., 2002; Pinto et al., 2007). Além da alta estabilidade genética,
as bactérias R. tropici sao capazes de tolerar condigdes de baixo pH e tempe-
raturas mais elevadas, o que torna essa espécie altamente competitiva com
os rizobios nativos. Essas caracteristicas fazem com que essa espécie seja
recomendada para inoculagao do feijoeiro em condi¢des de solos tropicais e
subtropicais, como os encontrados no Brasil (Martinez-Romero et al., 1991;
Hungria et al., 2000; Grange et al., 2007).

Além dessas espécies, outras bactérias do género Rhizobium também sao
simbiontes primarias do feijoeiro e identificadas em diferentes continentes,
como R. lusitanum (Valverde et al., 2006), R. multihospitium (Han et al., 2008),
R. mesoamericanum (Lopez-Lopez et al., 2012), R. leucaenae (Ribeiro et al.,
2012), R. ecuadorense (Ribeiro et al., 2015), R. vallis (Wang et al., 2011),
R. radiobacter, R. acidisoli, R. pusense e R. miluonese (Oliveira-Francesquini
et al., 2017), R. aethiopicum (Aserse et al., 2017), R. azibense (Mnasri et
al., 2014), R. chutanense (Huo et al., 2019), R. esperanzae (Cordeiro et al.,
2017), R. hidalgonense (Yan et al., 2017).

Todavia, o feijoeiro também é capaz de realizar simbiose e fixar nitrogénio em
taxas variaveis de eficiéncia, com bactérias pertencentes a outros géneros.
Por isso, o feijoeiro & considerado um hospedeiro ndo especifico (promis-
cuo), ou seja, de baixa especificidade hospedeira. Alguns exemplos dessas
bactérias sdo: Mesorhizobium loti, M. plurifarium, Azorhizobium caulinodans,
Bradyrhizobium japonicum, Sinorhizobium meliloti, Paraburkholderia nodosa,
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P. tuberum e P. sabiae, Cupriavidus necator (Michiels et al., 1998; Cardoso
et al., 2012; Dall’Agnol et al., 2017). Apesar de, em alguns casos, terem sido
isoladas de outros hospedeiros, essas espécies foram capazes de nodular o
feijoeiro em experimentos com condi¢des controladas.

As trés estirpes autorizadas para uso em formulagdes de inoculantes para o
feijoeiro no Brasil, SEMIA 4077 (= CIAT 899), SEMIA 4088 (=H 12) e (PRF 81)
(Brasil, 2011), foram selecionadas pela sua estabilidade de interacédo e maior
eficiéncia de FBN em solos brasileiros. Em estudos conduzidos no estado
do Parana, em solos com baixos teores de N, a inoculagdo com as espécies
R. tropici CIAT 899 e R. freirei PRF 81, em cultivos do feijoeiro, resultou em
ganhos superiores a 2,5 mil quilogramas de graos por hectare sem adi¢do de
N-fertilizantes (Hungria et al., 2000; Hungria et al., 2003). Juntamente com a
estirpe de R. tropici CIAT 899, a estirpe de R. freirei PRF 81 (antes identifica-
da como R. tropici) também obteve resultados superiores no desenvolvimen-
to vegetal e na produtividade do feijoeiro em solos tropicais, o que pode estar
associado a alta tolerancia a acidez e altas temperaturas do solo e por serem
geneticamente mais estaveis que outras bactérias do género Rhizobium as-
sociadas ao feijoeiro, como R. leguminosarum (Martinez-Romero et al., 1991;
Hungria et al., 2000; Dall’agnol et al., 2013).

Estudos conduzidos na regido Centro-Oeste indicam que a inoculagéo do
feijoeiro e a suplementagdo com 40 kg de N/ha em cobertura, permitem atin-
gir produtividades superiores a 2,5 mil quilogramas de graos por hectare em
cultivos no bioma Cerrado e 3 mil quilogramas por hectare no bioma Mata
Atlantica (Brito et al., 2015; Barros et al., 2013, 2017). Essa dose de N apli-
cada em cobertura parece nao prejudicar a nodulacao das plantas. Em outro
estudo, Pelegrin et al. (2009) demonstraram, em cultivo no Mato Grosso do
Sul, que a inoculagéo foi equivalente a uma adubacgédo de 80 kg N/ha e um
acréscimo de 20 kg N/hana semeadura associado com a inoculagdo com R.
tropici CIAT 899 foi suficiente para a obtencdo de uma produtividade de 3.339
kg de graos/ha, equivalente a adubagéo com 160 kg N/ha.

No entanto, a depender da cultivar e das condigdes edafoclimaticas, os re-
sultados da inoculagdo dessas estirpes podem ser variaveis (Barros et al.,
2018; Andraus et al., 2016), fazendo com que, na maioria dos cultivos, ainda
se utilize uma suplementagdo com fertilizantes nitrogenados para se obter
maiores niveis de produtividade.
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Embora varias pesquisas realizadas no Brasil tenham demostrado respostas
expressivas a inoculagao do feijoeiro em condi¢gdes de campo, o nivel de ado-
¢ao dessa tecnologia, especialmente entre os agricultores familiares, € baixo.
Na safra 2006/2007 (feijao das aguas), a inoculagéo do feijoeiro foi testada em
onze propriedades de assentados da reforma agraria, em Unai, MG (Mendes
et al., 2007). Em média, em relagéo ao tratamento controle (sem inoculagao
e sem nitrogénio mineral), a produtividade do feijoeiro inoculado aumentou
em 209 kg de graos/ha (mais de 3 sacas) para a cultivar Requinte (grupo do
feijdo carioca) e em 128 kg de gréos/ha (2 sacas) para a cultivar Diamante
Negro (grupo do feijao preto). Na cultivar Requinte o rendimento obtido com
120 kg de ureia/ha (858 kg de grédos/ha) foi semelhante ao obtido somente
com a inoculagao (875 kg de graos/ha). Ja na cultivar Diamante Negro, o
rendimento obtido com a ureia (934 kg de graos/ha) foi maior. Entretanto, é
importante destacar que o custo do adubo nitrogenado na safra 2006/2007
foi de R$ 90,00/ha, enquanto o custo do inoculante foi de R$ 6,00/ha.
Para o pequeno agricultor, essa diferenga de prego € muito significativa, prin-
cipalmente, em se tratando do cultivo do feijdo das aguas, quando fatores
climaticos podem afetar o desempenho da cultura. Em alguns casos, o ganho
com a inoculagao pode ser menor que o ganho com o fertilizante nitrogenado,
mas, como o inoculante custa menos, o risco associado ao seu uso também
€ reduzido, principalmente, nos casos em que as chances de ocorrer quebras
de produgéo por fatores adversos sao elevadas.

Com base nos resultados promissores do uso de inoculantes comerciais em
cultivos do feijoeiro e, principalmente, na possibilidade de redugédo dos cus-
tos de producgao, a venda desse insumo biolégico aumentou 85% entre 2009
e 2013, atingindo mais de 477 mil doses comercializadas em 2013 (ANPII,
2018). Infelizmente, apesar do pico de mais 600 mil doses comercializadas
em 2017, as vendas de inoculantes para o feijoeiro tenderam a diminuir apos
2013, chegando a apenas 279 mil doses comercializadas em 2018 (ANPII,
2018). Considerando a area de cultivo do feijoeiro no Brasil, em 2018, menos
de 10% da area cultivada foi inoculada (Figura 1). A diminuicdo da comercia-
lizacdo de inoculantes para o feijoeiro pode estar relacionada a diminui¢ao
da area cultivada e aos resultados variaveis de produtividade, obtidos nas
diferentes regides do Brasil, bem como ao aumento do prego do grdo no mer-
cado, o que permite maior investimento em fertilizantes nitrogenados.
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Figura 1. Area de cultivo do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) (azul), doses comercializa-
das de inoculantes para o feijoeiro no Brasil (verde) entre 2009 a 2018, segundo dados
da CONAB (2020) e ANPII (2018). Em vermelho, a estimativa da area cultivada que
foi inoculada , considerando a recomendagéo de uma dose do inoculante por hectare.

Todos os exemplos dos beneficios da inoculagédo do feijoeiro citados acima,
contribuem para se acreditar na possibilidade de exclusao total ou parcial do
uso de fertilizantes nitrogenados aplicado na cultura, sem comprometer os
ganhos em produtividade, diminuindo os custos de produgao e os impactos
ambientais associados ao uso desse insumo (Hungria et al., 2000; Vargas
et al., 2000; Hungria et al., 2003; Hungria et al., 2013). Porém, apesar do
potencial da FBN no feijoeiro, os resultados em campo ainda ndo sao consis-
tentes o bastante para se recomendar a substituicao total dos N-fertilizantes.
Fatores relacionados ao gendétipo de planta, ao nivel de interagdo Rhizobium-
planta e ao ambiente de cultivo, incluindo praticas de manejo, sdo decisivas
para o aumento da eficiéncia da FBN no feijoeiro e serdo abordados a seguir.

Fatores que influenciam a FBN no feijoeiro

Os resultados variaveis da inoculagdo com Rhizobium spp. no feijoeiro sao
consequéncias de diversos fatores inerentes a planta hospedeira, a bacté-
ria simbionte, a microbiota do solo e outras interagdes bidticas e condi¢oes
abidticas, que podem diminuir a eficiéncia da FBN e afetar a produtividade da
cultura (Tabela 1).
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Tabela 1. Principais fatores que influenciam a eficiéncia da fixagéo bioldgica de nitro-

génio no feijoeiro.

Fator que influencia a

eficiéncia da FBN

Referéncia

Quanto ao hospedeiro

Quanto as bactérias
simbiontes

Quanto a microbiota do

solo

Fatores abidticos

Fatores bidticos

Liberagéo de flavonoides
capazes de atrair diferentes
rizébios no processo de
formagéo dos nddulos
Senescéncia precoce dos
nédulos

Interagéo genotipica entre
hospedeiro e simbionte
Diferencas na eficiéncia

de FBN, baseado na
especificidade da interagéo
Rizébios nativos capazes de
nodular e/ou fixar nitrogénio,
altamente competitivos no
processo de nodulagao

Caracteristicas do solo,
déficit hidrico, umidade e
temperatura.

Incidéncia de pragas e
doengas

Hungria et al. (1992);
Hungria et al. (1991)

Luqueno et al. (2008);
Schumpp; Deakin (2010).
Andraus et al. (2016);
Pereira et al. (2015)

Martinez-Romero (2003);
Michiels et al. (1998)

Costa et al. (2018);
Cardoso et al. (2012);
Vargas et al. (2000);
Michiels et al. (1998)
Divito; Sadras (2014);
Graham (1981); Weria et
al. (2013); Ramos et al.
(2003)

Rodriguez De Luque;
Creamer (2014); Singh;
Schwartz (2010)

Competicao com rizébios nativos do solo

A presenca de rizébios nativos, altamente competitivos, porém com baixa ca-
pacidade fixadora, € a principal causa da baixa eficiéncia da FBN associada
ao feijoeiro no Brasil. Como relatado anteriormente, diversos géneros e espé-
cies de rizébios sao capazes de interagir com o feijoeiro formando nédulos e/
ou fixando nitrogénio em taxas variaveis de eficiéncia (Michiels et al., 1998;
Cardoso et al., 2012).

A capacidade do feijoeiro de se associar a diversos rizébios é resultado da
sua capacidade em reconhecer uma grande variedade de fatores de nodula-
¢ao produzidos por essas bactérias que, por sua vez, sao estimuladas pela
grande variedade de flavonoides e outros compostos sinalizadores, produzi-
dos pela planta. Essa promiscuidade aumenta a competicao entre a bactéria
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inoculada e os rizobios nativos do solo, o que reflete na baixa eficiéncia de
fixagéo de nitrogénio devido a formag&o de nodulos que nao fixam N, atmos-
férico tao eficientemente quanto os formados pelas estirpes selecionadas e
empregadas na fabricagdo dos inoculantes (Michiels et al., 1998; Del Cerro
et al., 2015).

A maioria dos solos brasileiros possui elevada e diversificada populacao na-
tiva de rizébios. Como exemplo, mesmo apds mais de 3 anos sem cultivo
de feijoeiro (Hungria et al., 2000) ou até 40 anos sob pastagens (Araujo,
1994), podem ser encontradas, nos solos, populagdes abundantes de rizo6-
bios compativeis com o feijoeiro. Excegbes sao encontradas em situagdes
especificas, por exemplo, em areas inundaveis, apos alagamento, em que
as respostas a inoculagdo podem resultar em incrementos expressivos no
rendimento (Vargas et al., 1994), chegando a 1.776 kg/ha a mais em relagéo
ao tratamento nao inoculado (Mendes et al., 1994).

Auséncias de respostas a inoculagao foram observadas na década de 1980,
por Pereira et al. (1984) e Ramos e Boddey (1987). Entretanto, sob condigbes
irrigadas, em um Gleissolo himico de varzea, sem populagbes nativas de ri-
zbbio, Mendes et al. (1994) reportaram ganhos de até 1,5 mil quilograma por
hectare em relacao a testemunha n&o inoculada em cultivares responsivas a
nodulagéo, semelhante aos ganhos obtidos com 100 kg de N/ha.

Em experimento realizado por Vargas et al. (2000), foi observado que, em
solo em que existia uma populagao estabelecida de rizébios, a inoculagao
com estirpes comerciais nao teve efeito em relagdo ao controle ndo inocula-
do, quanto ao numero e massa de nédulos, sendo que a populagao encon-
trada nos nédulos era composta por até 90% de rizébios nativos. Fonseca et
al. (2013) também observaram que, em locais com alta populagéo de rizébios
nativos no solo, o numero de nddulos nao diferiu dos tratamentos inocula-
dos com as estirpes comerciais. Essa variavel deve ser analisada de forma
cuidadosa, visto que muitos nédulos formados por rizébios nativos possuem
tamanho reduzido e ndo fixam nitrogénio de forma eficiente. Areas com histé-
rico de cultivo de feijoeiro podem favorecer o estabelecimento da populagéo
de rizébios nativos no solo, o que pode reduzir os efeitos positivos da inocu-
lagdo com estirpes comerciais selecionadas, resultando em produtividades
mais baixas e na necessidade de suplementa¢cdo com adubacao nitrogenada
mineral (Brito et al., 2015).
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Os rizébios nativos podem ser mais adaptados aos ambientes das lavouras
do que as bactérias comercializadas como inoculantes (Hungria et al., 2003;
Ferreira et al., 2013; Brito et al., 2015). Por esse motivo, a eficiéncia da FBN
pode ser comprometida, visto que a maioria dos nédulos formados pode con-
ter rizobios nativos ineficientes. No entanto, é importante salientar que o uso
de estirpes selecionadas e cultivares responsivos, associados a boas prati-
cas de inoculagao, podem gerar respostas positivas.

Mercante et al. (2006), por exemplo, avaliaram as respostas de quatro cultiva-
res de feijoeiro comum a adubacgao nitrogenada, aplicada em diferentes doses,
em comparacao a inoculagao com estirpes de rizébio recomendadas comer-
cialmente no Brasil. As cultivares avaliadas pertencem a trés grupos comer-
ciais distintos: Carioca (BRS Pontal e BRS Requinte), Rosinha (BRS Vereda)
e Roxinho (BRS Timbd). O uso de inoculante promoveu aumentos significati-
vos na nodulagao e no rendimento de graos das cultivares de feijoeiro, mes-
mo em solo contendo populagdes elevadas de rizobios nativos. Além disso,
as produtividades obtidas com a inoculagéo de rizdbios selecionados nas
diferentes cultivares mostraram-se superiores aquelas correspondentes aos
tratamentos com aplicagédo de doses de até 80 kg de N/ha.

Eficiéncia da FBN influenciada pela regidao
de cultivo e cultivar utilizada

Estudos sobre inoculagédo no feijoeiro tém buscado espécies/estirpes mais
tolerantes as condicdes ambientais e mais eficientes na simbiose, porém,
poucos estudos tém focado na selecao de cultivares que apresentam melhor
interacdo com as bactérias simbiontes. Diferentes cultivares do feijoeiro apre-
sentam resultados variaveis quando inoculadas com Rhizobium spp. € quan-
do fertilizadas com fertilizante mineral nitrogenado, em diferentes regides do
Brasil.

Pereira et al. (2015), em experimentos conduzidos em quatro regides do es-
tado de Goias, obtiveram produtividades entre 1.176 kg/ha a 2.920 kg/ha e
840 kg/ha a 2.535 kg/ha quando fertilizado com N mineral e inoculado com
R. freirei PRF 81, respectivamente, com respostas variaveis de acordo com a
cultivar. As cinco melhores cultivares, que responderam de forma semelhante
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as duas fontes de N quanto a produtividade foram BRS Pontal, CNFC 10762,
CNFC10763, IPR Juritie CNFC 10721.

Andraus et al. (2016) avaliaram 22 cultivares inoculadas com as estir-
pes comerciais recomendadas para o feijoeiro. As cultivares BRS Agreste,
BRS Estilo, BRS Pontal, BRS MG Tesouro, BRS Vereda e IPR Tangara ob-
tiveram as maiores produtividades, variando de 2.134 kg/ha a 2.741 kg/ha.
Além disso, essas cultivares apresentaram melhor desempenho com relagao
ao numero de nodulos, biomassa seca da parte aérea e acumulo de N nas
folhas.

Fonseca et al. (2013) demonstraram que as variaveis como nimero e massa
de nddulos, biomassa seca da parte aérea, teor de N nas folhas e graos e
produtividade variaram tanto de acordo com o ambiente de cultivo (Uberaba
e Patos de Minas- MG), quanto com a cultivar utilizada, quando inoculadas
com Rhizobium spp. Todas as variaveis diferiram nos dois ambientes de cul-
tivo, sendo as cultivares Madrepérola, Ouro Negro e Ouro Vermelho as que
apresentaram melhor desempenho. A cultivar Ouro Negro apresentou maior
produtividade nos dois locais de cultivo.

Em diferentes locais de cultivo, normalmente, os tratamentos com aduba-
¢ao nitrogenada apresentam produtividade mais estavel, enquanto nos trata-
mentos inoculados com Rhizobium spp. esses resultados sdo mais variaveis
(Andraus et al., 2016; Barros et al., 2013, 2017; Brito et al., 2015; Pelegrin
et al., 2009; Fonseca et al., 2013). As melhores respostas dos experimen-
tos conduzidos com nitrogénio mineral podem ser devidas aos programas
de melhoramento genético do feijoeiro, que utilizam adubacéo nitrogenada
como fonte de N, sem considerar as interagdes com as bactérias simbiontes
(Pereira et al., 2015). Cultivares que apresentam maior ramificagéo da par-
te aérea e maior area foliar, além daquelas que apresentam uma resposta
melhor e mais rapida aos estimulos que dao inicio a formagao dos nodulos,
geralmente, demonstram maior eficiéncia de FBN por meio da nodulagéo pre-
coce, aumento da quantidade e massa seca dos nodulos, maior acumulo
de N nas folhas e, consequentemente, maiores produtividades (Chaverra;
Graham, 1992; Luquefio et al., 2008; Andraus et al., 2016). Segundo Chaverra
e Graham (1992), cultivares que apresentam nddulos ativos, apds o periodo
de florescimento e inicio do enchimento dos graos, apresentam maiores ren-
dimentos de graos.
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Senescéncia precoce dos nédulos

A senescéncia precoce dos nodulos no feijoeiro € outro fator que influencia
na FBN e na produtividade da cultura. A depender da cultivar, esse processo
se inicia por volta de 35-40 dias apds o plantio, com senescéncia total apds
65-70 dias, periodo em que a planta esta na fase entre o florescimento e
inicio do enchimento dos graos (Fernandez-Luquefio et al., 2008; Luquefio et
al., 2008; Vikman; Vessey, 1993). Cultivares com diferentes ciclos de cresci-
mento respondem de formas variadas aos processos de nodulagdo e FBN.
Segundo Andraus et al. (2016), cultivares de ciclo precoce e semi-precoce,
quando inoculadas com estirpes comerciais de R. tropici, mantém nédulos
ativos entre 19 a 47 dias apds a emergéncia, trés dias a mais que cultivares
com ciclo de vida regular como BRS Estilo e Pérola. Nas cultivares com ciclo
de vida regular, os nédulos ativos foram observados entre 20 a 45 dias ap6s
a emergéncia, atingindo o nimero maximo de nodulos ativos (60%) durante
os estagios de desenvolvimento V4 a R5, estabilizando-se no estagio R6, até
que no estagio R7 se inicia o processo de senescéncia, atingindo a senes-
céncia total no estagio R8 para todas as cultivares avaliadas (Andraus et al.,
2016).

Por outro lado, gendtipos do feijoeiro e estirpes eficientes podem ser selecio-
nadas para senescéncia tardia e nodulagédo precoce. Barradas et al., (1989)
avaliaram a senescéncia tardia e a nodulagao precoce em 20 gendtipos do
feijoeiro eficientes na fixagéo de N,, inoculadas com uma mistura selecionada
de Rhizobium spp., incluindo H-20, H-24, CNPAF 126, CNPAF 233+234, CIAT
899 e CFN 299. Essas estirpes se destacaram pelo maior periodo de ativida-
de nos nédulos, além de uma melhor nodulagéo inicial em todas as cultivares
avaliadas. Aos 45 dias apos a emergéncia (periodo inicial de enchimento dos
graos), todas as cultivares apresentaram boa nodulagao, porém, no periodo
médio de enchimento dos graos (52 dias apds a emergéncia), constatou-se
um aceleramento na senescéncia dos nddulos, com as cultivares Carioca e
Negro Argel apresentando maior periodo de fixagao.

De acordo com Luqueno et al. (2008), quanto maior o tempo de permanéncia
dos nodulos ativos nas raizes, maior a produtividade do feijoeiro. Portanto,
técnicas que visam aumentar a permanéncia de nddulos ativos ou induzir a
formacgao de novos nédulos devem ser estudadas para aumentar a contribui-
¢ao da FBN e, consequentemente, a produtividade dessa cultura.
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Fatores abioéticos

Os fatores edafoclimaticos envolvem aspectos relacionados as caracteristi-
cas do solo e do clima. A fertilidade do solo influencia diretamente o desen-
volvimento dos nddulos e os processos envolvidos na FBN, principalmente os
teores disponiveis dos nutrientes P, K, S, Mo, Mg, Co, Fe, Mn, entre outros.
Além de serem essenciais ao desenvolvimento do hospedeiro, esses macro e
micronutrientes estao envolvidos na formagao e funcionamento dos nddulos,
como cofatores enzimaticos ou como parte estrutural das principais enzimas
e proteinas envolvidas no processo de FBN, como, por exemplo, o comple-
X0 enzimatico dinitrogenase, a leghemoglobina e a nitrato redutase (Divito;
Sadras, 2014; Graham, 1981; Weria et al., 2013).

Por outro lado, a presenga de nitrogénio mineral em excesso pode prejudicar
o estabelecimento da relagdo simbiotica do feijoeiro com os rizébios e dimi-
nuir a eficiéncia da FBN (Vargas et al., 2000). Os efeitos negativos das altas
concentracdes de nitrogénio no solo estdo mais relacionados com a nodu-
lagéo, diminuindo o nimero e a massa dos nodulos, principalmente quando
o fornecimento de N for superior a 60 kg/ha (Vargas et al., 2000; Brito et al.,
2015; Soares et al., 2016). O estimulo para iniciar o processo de nodulagéo
no feijoeiro € dependente do teor de N mineral no solo e o aumento da
disponibilidade desse nutriente pode inibir a formacdo e o crescimento dos
nodulos (Steiner et al., 2019). A nivel molecular, o nitrato no solo pode induzir
a producao de um peptideo que inibe fatores de transcri¢cao relacionados com
a ativagédo de genes responsaveis pela nodulagéo da raiz (Puppo et al., 2005;
Ferguson et al., 2010).

Avaliando o efeito da fertilizagdo mineral nitrogenada, suplementada com ino-
culagdo com Rhizobium sp. no feijoeiro, Pelegrin et al. (2009) observaram
redugéo de 41% e 79% no numero de nédulos quando realizada a aplicagao
em cobertura de 40 kg e 160 kg de N/ha, respectivamente. Nesse mesmo
estudo, além de parametros agrondmicos, foram realizadas avaliagbes eco-
ndmicas que mostraram que a inoculagdo com a suplementacéo de apenas
20 kg de N/ha propiciou um acréscimo na renda liquida equivalente a aplica-
¢éo de 160 kg de N/ha (Pelegrin et al., 2009).

Em estudo conduzido por Barros et al. (2017), foi observado que a adubagéo
nitrogenada com 60 kg de N/ha (20 kg/ha na semeadura + 40 kg/ha em co-



22 DOCUMENTOS 384

bertura) associada com a inoculagdo com R. tropici ndo inibiu a nodulagéo e
proporcionou alto rendimento de gréo (cerca de 2,5 mil quilogramas por hec-
tare). Esse estudo evidencia que altos rendimentos podem ser obtidos com-
binando a inoculagéo com estirpes elite e doses mais baixas de N-fertilizante
do que as usualmente empregadas.

Caracteristicas comuns em solos tropicais, a acidez e a alta temperatura sao
fatores que podem afetar negativamente a eficiéncia da FBN. Esses fatores
podem inibir o crescimento populacional bacteriano, diminuir a colonizagéo
da rizosfera e inibir a formacao de nédulos eficientes (Ferreira et al., 2012;
Hungria; Franco, 1993).

O pH ideal do solo para o crescimento dos rizébios varia de 6,0 a 7,0, sen-
do a nodulagdo comprometida em solos com pH abaixo de 5,5 (Bordeleau;
Prévost, 1994; Graham et al., 1994). Isolados de Rhizobium spp. obtidos de
solos acidos tém crescimento satisfatério em pH mais baixo €, mesmo em
solos com altas concentragdes de aluminio, promovem o crescimento vegetal
por meio de aumentos da biomassa da parte aérea, da nodulagéo, do teor de
N nas folhas e, principalmente, ganhos de produtividade (Ferreira et al., 2012;
Oliveira et al., 2017). A estirpe de R. tropici CIAT 899 é um dos exemplos de
bactérias nodulantes do feijoeiro resistente a acidez e alta temperatura do
solo, sendo mais adaptada aos solos tropicais (Martinez-Romero et al., 1991).

Geralmente, a temperatura 6tima para os rizobios realizarem FBN em inte-
ragdo com o feijoeiro varia de 25 °C a 30 °C (Alexandre; Oliveira, 2013).
Porém, estirpes tolerantes a altas temperaturas, selecionadas em solos tro-
picais para nodular o feijoeiroy demonstraram capacidade de nodulagdo em
temperaturas variando de 35 °C a 38 °C, além de acumular a mesma quan-
tidade de N nas folhas que o controle nitrogenado (Hungria; Franco, 1993;
Hungria et al.,, 1993). A estirpe de R. tropici CIAT 899 apresenta eficiéncia
de fixagdo de N, em altas temperaturas (40 °C) e € recomendada para os
cultivos do feijoeiro em regides tropicais e subtropicais (Hungria et al., 1993;
Martinez-Romero et al., 1991). No entanto, temperaturas do solo superiores
a 38 °C podem diminuir a atividade da enzima nitrogenase, levar a formacao
de nodulos ineficientes na fixagdo de N, e induzir a rapida senescéncia dos
nddulos em outras estirpes de Rhizobium spp. (Hungria; Franco, 1993).

O estresse causado pelo déficit hidrico e salinidade afetam tanto o hospedei-
ro quanto a simbiose com rizébios. Solos de textura argilosa possuem poros
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menores que favorecem a retencdo de agua e tornam o ambiente mais favo-
ravel para o crescimento dos rizobios. Sob restricao hidrica ou em condigbes
de alta salinidade, a permeabilidade de oxigénio para os nédulos diminui e
ocorre um aumento da concentracéo de horménios relacionados ao estresse
como o 4cido abscisico (Graham, 1981; Mohammadi et al., 2012). De acordo
com Ramos et al. (2003), o estresse hidrico no feijoeiro leva a diminuigcéo na
atividade da nitrogenase, a danos na membrana dos bacterdides e a senes-
céncia dos nodulos, o que diminuiu drasticamente a eficiéncia da FBN.

Fatores biodticos

Fatores bidticos, como a presenca de pragas e doengas, afetam drasticamen-
te o feijoeiro, podendo comprometer de 20% a 100% da produgao (Singh;
Schwartz, 2010). O feijoeiro é susceptivel a diversas doengas, principalmente
em condigbes de alta umidade, causadas majoritariamente por fungos e bac-
térias, sendo as principais: mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv.
phaseoli), mancha angular [Pseudocercospora griseola (sin. Phaeoisariopsis
griseola)], antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) e mancha marrom
bacteriana (Pseudomonas syringae pv. syringae) (Singh; Schwartz, 2010;
Rodriguez De Luque; Creamer, 2014). Por existirem poucas cultivares resis-
tentes a esses microrganismos fitopatogénicos, os programas de melhora-
mento tém focado na busca por cultivares com multiplas resisténcias, além
de outros estudos que focam na inducdo de resisténcia e tolerancia aos fi-
topatégenos, utilizando microrganismos promotores do crescimento vegetal
(Fukami et al., 2017; Kumar et al., 2011). A reducéo da capacidade fotossin-
tética das plantas, quando atacadas por pragas e doencas, pode resultar em
prejuizos a simbiose, com promog¢ao da senescéncia de nodulos e conse-
quente diminuicao da FBN (Bano; Igbal, 2016). De maneira direta, insetos e
nematoides também podem afetar a formacao, o desenvolvimento e funcio-
namento dos nddulos (Bano; Igbal, 2016). Por exemplo, larvas do gorgulho
Sitona spp. podem se alimentar de nédulos radiculares em leguminosas, com
impacto negativo sobre a FBN, levando a diminuicdo do rendimento (Skat
et al., 1994). Larvas de vaquinhas, como a Cerotoma arcuata e a Diabrotica
speciosa, também costumam se alimentar de raizes e nédulos do feijoeiro
(Teixeira; Franco, 2007; Silva, 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Noédulo de feijoeiro sendo atacado por larva de vaquinha (Diabrotica sp.).

Rizobactérias promotoras do
crescimento vegetal

Os rizébios sao considerados promotores do crescimento vegetal, pois, por
meio de varios mecanismos, sendo o principal deles a FBN, promovem o
desenvolvimento das plantas (Aserse et al., 2019). Assim como os rizébios,
uma grande diversidade de bactérias que habitam a regido da rizosfera e o
interior da planta (endofiticas) séo capazes de promover o crescimento vege-
tal, por meio de diferentes mecanismos diretos e indiretos (Figura 3). Essas
bactérias sdo denominadas de Rizobactérias Promotoras do Crescimento
Vegetal (RPCV) (Vessey, 2003) sdo capazes de aumentar a disponibilizagao
de nutrientes (FBN, solubilizagao de nutrientes e producéo de sideroforos),
produzir reguladores de crescimento vegetal (acido indolacético, giberilinas e
citocininas), agir como agentes de biocontrole contra pragas e fitopatdégenos
e aumentar a tolerancia aos estresses abioticos (Compant et al., 2010; Hayat
et al., 2010; Jha; Saraf, 2015; Gupta et al., 2015).

Foto: José Roberto Rodrigues Peres
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Figura 3. Mecanismos de promog¢&o do crescimento vegetal por rizobactérias, que
envolvem a disponibilizacdo de nutrientes, produgéo de reguladores de crescimento,
inducdo de tolerancia a estresses ambientais e indugdo de resisténcia contra
patdgenos.

Diversas espécies de RPCV, associativas (incluindo as endofiticas) ou de
vida livre, sdo recomendadas e comercializadas como inoculantes para di-
ferentes culturas agricolas, como o arroz, a cana-de-agucar, o milho, o
trigo, entre outras. Bactérias pertencentes aos géneros Pseudomonas,
Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, Azobacter, Glucanoacetobacter, Serratia
e Azospirillum sao bastante estudadas devido as suas caracteristicas pro-
motoras do crescimento vegetal, capazes de aumentar a produtividade das

llustragao: Lucas Gabriel Ferreira Coelho
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culturas agricolas, além de serem potenciais ativos biotecnolégicos que po-
dem gerar insumos mais sustentaveis e menos onerosos, em relacédo ao
uso de agroquimicos, como os fertilizantes e pesticidas (Vejan et al., 2016;
Meena et al., 2017). Uma das RPCV mais estudadas no Brasil e no mundo
€ a Azospirillum brasilense, principalmente devido a sua capacidade de fixar
nitrogénio da atmosfera e produzir uma grande variedade de reguladores de
crescimento vegetal (Fukami et al., 2018c; Cassan et al., 2020). Além dis-
S0, essa bactéria € capaz de promover tolerancia a estresses hidrico e sali-
no, além de induzir resisténcia contra fitopatdégenos (Vurukonda et al., 2016;
Fukami et al., 2017, 2018b).

Devido a essas caracteristicas de promogao de crescimento, estirpes de A.
brasilense foram selecionadas para uso como inoculantes pela Embrapa
Soja, sendo as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 recomendadas para gramineas como
arroz, milho e trigo, desde 2011 (Hungria, 2011).

Na Instrugcdo Normativa SDA N° 13, de margo de 2011, encontra-se a lista dos
microrganismos autorizados e recomendados para formulagbes de inoculan-
tes no Brasil, sendo um total de 110 microrganismos promotores do cres-
cimento vegetal (98 rizdbios e 12 outras RPCV). Os inoculantes contendo
bactérias do grupo dos rizébios sdo autorizados, de acordo com a espécie,
para leguminosas de graos, leguminosas forrageiras de clima temperado e
tropical, leguminosas para adubacéo verde e leguminosas arbéreas. Ja as
outras RPCV constam de uma lista diferente e sdo recomendados para pro-
dugédo de arroz, milho, trigo e eucalipto (Brasil, 2011). Porém, essa lista se
encontra desatualizada, visto que existem outros microrganismos disponi-
veis no mercado atualmente, como as estirpes de Bacillus subtilis (B2084) e
B. megaterium (B119), recomendados para a formulagédo de inoculantes vol-
tados para a cultura do milho, com o objetivo de solubilizacdo de fosfatos e
melhoria da eficiéncia nutricional das plantas (Paiva et al., 2020).

Alternativas para aumentar a
eficiéncia da inoculacao

Atualmente, as pesquisas para aumentar a eficiéncia de FBN e a produtivi-
dade do feijoeiro tém focado em trés vertentes principais: (a) na busca por
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novas estirpes que apresentam maior eficiéncia simbidtica, maior competiti-
vidade e estabilidade genética (Mercante et al., 2017; Moreira et al., 2017);
(b) na busca por cultivares do feijoeiro que respondem melhor a interagao
com esses simbiontes (Fonseca et al., 2013; Andraus et al., 2016); (c) no
desenvolvimento de novas estratégias de inoculacao.

Exemplos de novas estratégias para uso e aplicagdo de inoculantes sao:
(a) o emprego de mais de um microrganismo promotor de crescimento ve-
getal (coinoculagao) (Groppa et al., 1998; Hungria et al., 2015b; Fukami et
al., 2018a); (b) o desenvolvimento de diferentes modos de inoculagdo (via
sementes, via sulco de plantio, foliar, etc.) (Hungria et al., 2015a; Fukami et
al., 2016) e inoculagéo suplementar em diferentes fases do desenvolvimento
vegetal (Moretti et al., 2018); (c) o uso de moléculas do metabolismo secun-
dario microbiano envolvidas nos processos de comunicacao planta-bactéria
(Kidaj et al., 2012; Marks et al., 2013, 2015).

Coinoculagao

A ideia de combinar duas ou mais estirpes ou espécies de microrganismos
nas praticas de inoculagcao é baseada na exploragao de seus diferentes mo-
dos de acdo como a FBN, a produgéo de reguladores de crescimento, a so-
lubilizagédo de fosfatos e a agao de biocontrole, influenciando positivamente
o desenvolvimento vegetal e refletindo, principalmente, na produtividade das
culturas agricolas (Ahemad; Kibret, 2014; Santos et al., 2019). Nas condi¢des
brasileiras, com o feijoeiro, a inoculagdo convencional de R. tropici pode re-
duzir o uso de fertilizante nitrogenado, e quando inoculadas junto com outras
bactérias promotoras de crescimento, os ganhos em nodulagéo, biomassa da
parte aérea e raizes, e produtividade podem ser ainda maiores (Hungria et
al., 2003; Steiner et al., 2019).

Apesar de ainda n&o ser uma estratégia utilizada pelos agricultores, estudos
recentes tém mostrado que, além dos efeitos diretos no desenvolvimento e
na produtividade, a coinoculagdo com outras bactérias capazes de nodular o
feijoeiro, como Bradyrhizobium diazoefficiens e B. elkanii, podem estimular a
bactéria R. tropici a obter uma maior eficiéncia no processo de nodulacéo e fi-
xagéao de nitrogénio, e ainda estimular a formagao precoce dos nddulos no de-
senvolvimento da cultura (Jesus et al., 2018; Carvalho et al., 2020). Segundo
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Jesus et al. (2018) e Carvalho et al. (2020), as bactérias B. diazoefficiens
e B. elkanii induzem a formagao do nédulo, mas nao se diferenciam em
bacterdides, a forma ativa para fixagao de nitrogénio pelas bactérias. No en-
tanto, a coinoculagdo com R. fropici leva a ocupagao desses nodulos por
bactérias eficientes em fixar N no feijoeiro.

Outros estudos ja sairam do papel e estdo sendo aplicados no campo. No
Brasil, desde o ano de 2016, a coinoculagao de rizébios com bactérias da
espécie A. brasilense, estirpes Ab-V5 e Ab-V6, é recomendada aos produto-
res das culturas da soja e do feijoeiro (Hungria et al., 2013). A coinoculagéo
do feijoeiro com estirpes de R. tropici e A. brasilense em solos brasileiros re-
sulta em aumentos significativos no desenvolvimento da planta, com énfase
no aumento da biomassa seca das raizes e da parte aérea e aumento no
numero de nédulos, em relagdo ao controle inoculado apenas com rizébios
(Burdman et al., 1997; Souza; Ferreira, 2017; Hungria et al., 2013; Peres et
al., 2016; Steiner et al., 2019), mostrando ganhos que podem chegar até 26%
em relacao ao controle inoculado apenas com Rhizobium spp. (Tabela 2).

Em experimentos conduzidos naregido do Cerrado, a coinoculagao de R. tropici
e A. brasilense garantiu aumento de 26% e 5% em relagdo a inoculagao
padrao (apenas com Rhizobium spp.) e ao controle nitrogenado (80 kg de
N/ha), respectivamente (Souza; Ferreira, 2017). As analises econdémicas des-
ses experimentos demonstraram que a receita liquida da coinoculagdo no
feijoeiro com Rhizobium tropici mais trés doses de Azospirillum brasilense,
via foliar nos estagios de desenvolvimento V2/V3, foi 29% e 41% superior a
adubacao nitrogenada nos estados de Goias e Minas Gerais, respectivamen-
te (Ferreira, 2018).

O sucesso da coinoculacao de bactérias do género Rhizobium e Azospirillum
no feijoeiro pode estar relacionado, principalmente, a producdo de regula-
dores de crescimento, em especial o AlA, pela bactéria A. brasilense. Essas
substancias sdo capazes de modificar a arquitetura das raizes, induzindo a
formacao de raizes secundarias e pelos radiculares, aumentando o tamanho
e volume radicular, o que permite maior area de absor¢ao de nutrientes e
agua, e maior area para formagao dos nddulos. Além disso, a inoculagao
com A. brasilense pode prolongar a exsudagao de flavonoides e aumentar a
sintese dos fatores de nodulagéo no feijoeiro, possibilitando a formagéo de
mais nédulos (Dardanelli et al., 2008).
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Métodos de inoculagao

A fim de atenuarmos problemas envolvidos com a inoculagéo via sementes,
como a incompatibilidade com produtos quimicos, diferentes estratégias tém
sido testadas para garantir uma resposta mais adequada aos inoculantes,
melhorando o desenvolvimento e aumentando a produtividade das culturas
agricolas.

Em um estudo em que foram conduzidos sete experimentos, em trés solos
previamente cultivados com soja inoculada e quatro solos em que a cultura
foi semeada pela primeira vez, Campo et al. (2010) compararam o efeito da
inoculagao via sementes e via sulco de semeadura. De maneira geral, nas
areas com populacdes estabelecidas de Bradyrhizobium, os agroquimicos
aplicados no tratamento das sementes nao afetaram a nodulagéo, mas tam-
bém n&o aumentaram a produtividade da soja. Por outro lado, onde a soja foi
semeada pela primeira vez, o tratamento das sementes com agroquimicos
diminuiu a nodulagéo de plantas quando o Bradyrhizobium foi aplicado via se-
mentes. Em contrapartida, quando a inoculagao foi realizada no sulco de se-
meadura, os efeitos negativos do tratamento de sementes com agroquimicos
foram minimizados. A inoculagao via sulco de semeadura mostrou-se uma al-
ternativa viavel para a soja, principalmente em sementes tratadas com agro-
quimicos e atualmente essa é uma pratica adotada por muitos produtores.

Segundo Oliveira et al. (2019), a inoculagao do feijoeiro via sulco de semea-
dura resultou em maior produtividade (1.975 kg/ha) quando comparada com
a inoculacao via sementes (1.563 kg/ha) e significativamente semelhante a
produtividade obtida com a adubagao mineral de 80 kg de N/ha (1.979 kg/ha).
A inoculagao via sulco de semeadura é recomendada quando as sementes
de feijao forem tratadas com fungicidas, visto que estes agroquimicos podem
comprometer a sobrevivéncia das bactérias inoculadas e prejudicar o estabe-
lecimento da simbiose entre rizébios e o feijoeiro (Cardillo et al., 2019). Esse
efeito j& foi descrito para a estirpe CIAT 899 (SEMIA 4077) de R. tropici, tanto
no momento do contato da bactéria com os fungicidas, quanto 24 horas apods
a aplicacdo do inoculante, prejudicando, principalmente, o crescimento das
células bacterianas (Araujo; Araujo, 2006).

Em experimentos de coinoculagédo da soja e do feijoeiro, Hungria et al. (2013)
observaram melhores resultados quando os rizébios foram inoculados via
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sementes e a A. brasilense via sulco de semeadura, quando comparados a
inoculagao de ambos os produtos apenas nas sementes.

Zilli et al. (2008) avaliaram a inoculagéo de Bradyrhizobium em soja, via pul-
verizagao em cobertura, 18 dias apds a emergéncia das plantas. A inoculagéo
em cobertura aumentou a nodulagéo e a matéria seca das plantas e apre-
sentou produtividade de grdos e acumulo de nitrogénio igual ao tratamento
com fertilizante nitrogenado (200 kg de N/ha) e foi superior ao controle ndo
inoculado e sem N mineral. No entanto, plantas que receberam a inoculagao
em cobertura tiveram produtividade inferior as plantas que foram inoculadas
via sementes, ou seja, a inoculagéo padrao. Os autores concluiram que a ino-
culagéo por pulverizagdo em cobertura ndo deve substituir a inoculagao tra-
dicional nas sementes. Entretanto, o método se mostrou viavel para ser uti-
lizado em situagdes de emergéncia, quando ocorrer falha na nodulagéo, por
problemas na inoculagéo das sementes ou condi¢des ambientais adversas.

Buscando alternativas de inoculagdo, Fukami et al. (2016) demonstraram di-
ferentes respostas quando plantas de milho e trigo foram inoculadas com A.
brasilense Ab-V5 e Ab-V6, nas sementes, no sulco durante a semeadura,
e via pulverizagao nas folhas e na superficie do solo (entre os estagios de
desenvolvimento V2 e V3). A inoculagado via pulverizagao foliar apresentou
melhor desempenho na maioria dos pardmetros avaliados, como a biomassa
seca da parte aérea e das raizes, tamanho da planta, numero de perfilhos
e acumulo de N na parte aérea. A inoculagao no sulco de semeadura ou na
superficie do solo também foi positiva em relagdo ao controle.

Em estudos sobre coinoculagéo, a inoculagao em cobertura de Azospirillum
brasilense também tem gerado resultados interessantes. Segundo Puente
et al. (2018, 2019), a coinoculagéo da soja com Bradyrhizobium japonicum
E109 (via semente) associada a inoculagdo com A. brasilense (no estagio
V3), resultou em aumento de 20% no numero de nédulos na raiz primaria e
29% do numero de nédulos nas raizes secundarias, além do incremento da
biomassa da raiz e parte aérea, maior area radicular e, principalmente, au-
mento na produtividade (>4,5 mil quilogramas por hectare). Na Argentina, a
inoculacao de soja com B. japonicum E109 nas sementes e posterior aplica-
¢ao via pulverizacao foliar de A. brasilense AZ39, no estagio V3 de desenvol-
vimento, resultou em plantas 12% maiores que o controle, aumento de 31%
no comprimento das raizes, maior biomassa seca de raizes e parte aérea,
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maior formacgao de ndédulos (principalmente nas raizes secundarias), maior
teor de nitrogénio e proteinas nos graos e maior rendimento de graos (Puente
et al., 2018, 2019). A inoculacado em cobertura com A. brasilense aumentou a
nodulagéo em estagios tardios da planta, favorecendo o aumento da qualida-
de nutritiva dos gréos e aumento da produtividade.

No feijoeiro, a inoculagdo com R. tropici CIAT 889 via sementes associada
a inoculagéao foliar de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 resultou em ganhos sig-
nificativos na biomassa de raizes e parte aérea e aumento da nodulagao,
com ganhos de produtividade até 26% superiores em relagdo ao controle
inoculado apenas com R. tropici e 5% superior ao controle com fertilizante ni-
trogenado (80 kg de N/ha) (Souza; Ferreira, 2017). Em outro estudo, ganhos
em numero e massa seca de nédulos, biomassa de raizes e parte aérea, e
produtividade de graos foram observados no feijoeiro quando inoculado com
R. tropici CIAT 899 via sementes e A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 via foliar no
estagio V3/V4 de desenvolvimento, obtendo um aumento de até 5% de pro-
dutividade comparado com o controle inoculado apenas com Rhizobium spp.
(Steiner et al., 2019).

Outra nova alternativa seria a inoculagdo suplementar, baseada na ideia de
inocular a mesma bactéria em diferentes estagios de desenvolvimento da
cultura. A fim de compreender os efeitos da inoculagao suplementar em dife-
rentes fases do ciclo de vida da soja, Moretti et al. (2018) apresentaram resul-
tados de um estudo em que a inoculagéo suplementar com Bradyrhizobium
spp., has fases vegetativas V1, V3, V6 e nas fases reprodutivas R1 e R3,
além da inoculagédo nas sementes, foi capaz de aumentar significativamente
a nodulagao das plantas, permitindo o desenvolvimento de novos nédulos
funcionais para sustentar o aumento da demanda de N nos ultimos estagios
do ciclo de crescimento, especialmente durante o enchimento das vagens.
Em resposta ao aumento da nodulagdo, ganhos de rendimento de graos de
até 7% foram observados, em relagéo a inoculagdo somente na semeadura.
Zago et al. (2018) relataram resultados semelhantes, em que plantas que
receberam inoculagdo suplementar em V4 apresentaram maior nimero e
massa seca de nodulos, maior massa seca de raizes e parte aérea e maior
produtividade (3.540 kg/ha) que plantas inoculadas apenas na semeadura
(3.330 kg/ha).
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Esses resultados indicam que as raizes da soja foram capazes de formar no-
vos nodulos em resposta as inoculagdes suplementares tardias, promovendo
maior FBN e maior rendimento de graos. Assim como para a soja, a inocula-
¢ao suplementar tardia também poderia trazer ganhos para o feijoeiro. Nessa
cultura a FBN sofre uma queda acentuada logo apos o inicio da floragdo, com
redugcao na massa de nédulos radiculares, resultante da senescéncia preco-
ce dos mesmos. Por outro lado, de acordo com Hungria et al. (1985), 60% do
N mineral total acumulado pelo feijoeiro durante o ciclo, sdo absorvidos entre
os estagios de florescimento e meados do estagio de enchimento dos graos.
Portanto, seria interessante que a FBN estivesse estabelecida e plenamente
funcional até as fases mais avancadas da cultura.

Uso de metabdlitos secundarios microbianos

Apesar do sucesso em termos de sustentabilidade e produtividade na agri-
cultura, o uso de células bacterianas e fungicas ainda representa em torno de
5% dos produtos disponiveis no mercado mundial, usados para suprimento
de nutrientes e controle de pragas e doengas (Arora; Mishra, 2016). No en-
tanto, esse cenario pode mudar em um futuro préximo, visto o interesse cada
vez maior pela pesquisa e uso de insumos biolégicos na agricultura. Diante
dessa realidade, novos inoculantes tém surgido, como aqueles que agregam
metabdlitos produzidos pelos microrganismos promotores de crescimento
vegetal, que incluem moléculas responsaveis pela comunicagéo e formacgéo
da simbiose entre plantas e microrganismos. Resultados promissores ja tém
sido alcangados com essa nova tecnologia.

Diversos estudos tém sido realizados com a aplicagdo exdgena de lipoquioo-
ligosacarideo (LCOs) em leguminosas resultando no aumento do numero
de nddulos e concentragao de nitrogénio na parte aérea, assim como maior
expansao da area radicular (Macchiavelli; Brelles-Marifio, 2004; Kidaj et al.,
2012). Em plantas n&o leguminosas é relatada a tolerancia a elevacéo de
temperatura e o aumento da superficie radicular (Schwinghamer et al., 2016).
A adicao dessas moléculas juntamente com o inoculante aumenta a competi-
tividade simbidtica e pode beneficiar o recrutamento de rizébios do solo para
aumento da eficiéncia da nodulagéo (Kidaj et al., 2012).

Em milho, a inoculagdo com A. brasilense via sementes ou pulverizagao fo-
liar, somada a aplicagédo do extrato metabdlico extraido da bactéria R. tropici
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CIAT 899, resultou em aumento na biomassa seca da planta, no teor de nitro-
génio nas folhas e nos graos, além de um incremento de 11,4% na produtivi-
dade de graos ou 614 kg/ha (Marks et al., 2013, 2015). Também na cultura do
milho, Fukami et al. (2017) observaram um aumento de 143% e 72% no teor
de clorofila e biomassa seca da parte aérea, respectivamente, quando inocu-
ladas com A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 associadas a aplicagdo suplementar
do extrato metabdlico dessas duas cepas. Esses efeitos em ndo leguminosas
podem estar relacionados com a capacidade dessas moléculas em ativar a
divisao celular, estimular desenvolvimento radicular, aumentar taxa fotossin-
tética, facilitar colonizacdo, produzir biofilmes, protegéo contra fitopatégenos
e estresses abidticos, entre outros (Arora; Mishra, 2016; Marks et al., 2015).

Em soja, a inoculagdo com B. japonicum e B. diazoefficiens (via sementes) as-
sociada a aplicagédo de metabdlitos secundarios (extraidos de B. diazoefficiens
USDA 110 e R. tropici CIAT 899) via sementes mais A. brasilense (via foliar)
resultou no aumento de 26%, 22%, 15,4% e 6%, no niUmero e massa seca
dos nédulos, biomassa seca das raizes e biomassa seca da parte aérea,
respectivamente, quando comparadas com a inoculagao padrao apenas com
Bradyrhizobium spp. via sementes (Moretti et al., 2020a). Esse mesmo con-
soércio de inoculagao proporcionou aumentos de 1,6%, 28,5% e 19,7% no
didmetro, comprimento e volume das raizes (Moretti et al., 2020b). Em rela-
¢ao a produtividade, a inoculagdo combinada de Bradyrhizobium spp. com
metabdlitos secundarios e A. brasilense (foliar) resultou em aumento superior
a 11%, com acréscimo de mais de 485 kg/ha de gréos em relagéo ao controle
inoculado apenas com Bradyrhizobium spp. (Moretti et al., 2020a, 2020b).

Espera-se que os efeitos observados em outras culturas sejam confirmados
também no feijoeiro.

Consideracoes finais

Apesar dos obstaculos a serem considerados para aumentar a eficacia da
FBN no feijoeiro, o uso das estirpes comercializadas para inoculagao dessa
cultura tem demonstrado resultados satisfatérios tanto em termos de desen-
volvimento vegetal, quanto em produtividade, superando 4 mil quilogramas
por hectare de graos. Utilizando diferentes estratégias de inoculagéo, o uso
de inoculantes pode ser responsavel pela exclusdo ou diminuigdo do uso
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de fertilizantes nitrogenados sintéticos, diminuindo os impactos ambientais
e econOmicos gerados pelo uso excessivo destes insumos. A identificacao
de estirpes geneticamente estaveis, altamente competitivas e resistentes a
estresses bidticos e abidticos, juntamente com o desenvolvimento de cultiva-
res com maior especificidade de interacdo com as bactérias, e o desenvolvi-
mento de novos métodos de inoculagéo sao os principais focos de pesquisa
para aumentar a eficiéncia da FBN e, consequentemente, obter melhorias na
producéo de feijao no Brasil.

Alguns dos diferentes métodos de inoculagao citados nesse documento ja fa-
zem parte da realidade do agricultor brasileiro, como a inoculagao no sulco e
a coinoculagao de Rhizobium spp. e Azospirillum brasilense. Outras alternati-
vas consideradas promissoras estdo sendo testadas pela pesquisa, ou estao
em estagios iniciais de adogao pelo setor produtivo. Espera-se que esse con-
junto de novidades possa vir a ajudar os produtores a superar a instabilidade
das respostas a inoculagao, favorecendo o aumento no numero de nédulos,
o0 aumento do periodo de permanéncia dos nddulos ativos na planta e, como
consequéncia, promovendo aumento da FBN e da produtividade do feijoeiro.
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