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Introducao

Diversas estratégias podem ser adotadas pelo
agronegdcio, incluindo a agroindustria sucroal-
cooleira, paraotimizar os processos que impéem
maiores custos de producao. Os fertilizantes
contribuem para a maior parte desses custos,
principalmente em solos de baixa fertilidade
natural. Apenas para suprir a demanda nacional
do agronegdcio por nutrientes, o Pais importa,
em média, 70% dos fertilizantes nitrogenados
e fosfatados. Os dados do setor indicam que o
mercado brasileiro de fertilizantes deve crescer
2,5% em 2020, com a entrega de 37 milhdes de
toneladas em comparagao com 2019, que foi de
36,1 milhdes de toneladas, o que significou um
crescimento de 1,7% se comparado com o que
o Brasil comprou no ano anterior (35,5 milhdes
de toneladas) (GlobalFert, 2020).

Estima-se que a producao de fertilizantes sinté-
ticos, incluindo extracao, transporte e fabrica-
¢ao, seja responsavel por 1,2% da emissao de
CO,, sendo emitido 1 kg de CO, para cada kg de
fosforo (P) e lancados 4,5 kg para cada kg de ni-
trogénio (N) consumido (Flynn; Smith, 2010). O
uso excessivo de fertilizantes pode também le-
var a perda da qualidade biolégica do solo e ao
aumento da polui¢ao do ar, bem como de rios e
.nascentes. Isso nao somente resulta em impac-
tos ambientais negativos pela emissao de ga-
ses e eutrofizacao de mananciais, mas também

afeta a produgao de alimentos seguros para o
consumidor final (Withers et al., 2018). Além
disso, as recomendacoes técnicas para elevadas
produtividades em solos de baixa fertilidade se
tornam invidveis pelo alto custo. Assim, consi-
dera-se que tecnologias que reduzam o custo
da fertilizacao das culturas sejam estratégicas
para a contabilidade econdmica do negdcio.

A utilizacdo de insumos baseados em microrga-
nismos é considerada uma alternativa econémi-
ca e ambientalmente sustentavel quando com-
parada aos métodos de fertilizacao tradicionais.
Inoculantes microbianos, caracterizados por
cepas de microrganismos que atuam positiva-
mente no desenvolvimento das plantas, como
as bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCP), podem desempenhar papel im-
portante na producao de culturas sustentaveis,
reduzindo o impacto ambiental e os riscos a
saude humana. O uso de inoculantes microbia-
nos pode ser considerado uma tecnologia que
aumenta o componente bioldgico nos sistemas
de producao, garantindo a saude do solo, tan-
to pela possibilidade de diminuicao do uso de
fertilizantes sintéticos quanto pela adicdo de
microrganismos benéficos (Nazir et al., 2018).
Isso garante a essa pratica um importante des-
taque dentro do manejo integrado de fertili-
zantes, alcancando visibilidade em programas
importantes do governo, como no Plano ABC
— Agricultura de Baixa Emissao de Carbono e,
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mais recentemente, no Programa Nacional de
Bioinsumos, que visam aproveitar o potencial
da biodiversidade brasileira para reduzir a de-
pendéncia em relacao aos insumos sintéticos
importados.

As BPCP sao capazes de fornecer melhor adap-
tabilidade e sobrevivéncia as plantas sob con-
dicoes de estresse bidtico e abiotico, além de
apresentar o potencial de mitigar o uso exces-
sivo de pesticidas e fertilizantes na agricultu-
ra (Bashan et al., 2014; Singh et al., 2016; Alori
et al.,, 2017; Alori; Babalola, 2018). Elas sao ca-
pazes de estimular o crescimento das plantas
em diferentes estagios de desenvolvimento por
meio de mecanismos diretos, como a aquisicao
de nutrientes, como N, P, potassio (K) e outros
minerais essenciais, ou ainda a modula¢ao de ni-
veis de hormonios vegetais por meio de produ-
¢do, estimulo ou inibicao de fitorménios, como
auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico
e etileno, que podem levar ao aumento da su-
perficie radicular e ao maior crescimento vege-
tativo (Tabassum et al., 2017; Backer et al., 2018;
Nazir et al., 2018). As BPCP atuam também por
mecanismos indiretos, que incluem o controle
biolégico de insetos-pragas e das doengas por
competicdo ou antibiose e a resisténcia sistémi-
cainduzida, além da tolerancia a estresses abio-
ticos, principalmente seca e salinidade (Varma
etal, 2017; Backer et al.,, 2018; Nazir et al., 2018;
Wallace; May, 2018; Sousa et al., 2020; Velloso
etal, 2020).

Aaplicacaodeinoculantes microbianos existe ha
mais de 100 anos, mas ganhou destaque nas ul-
timas trés décadas, com varios produtos comer-
ciaisnomercado (Alorietal., 2017). ATabela 11.1
mostra os principais inoculantes lancados no
Brasil para cana-de-agucar e outras gramineas.
Existe grande potencial de crescimento do uso
de inoculantes, uma vez que sao comercializa-
dos por ano aproximadamente 80 milhdes de
doses de inoculantes para N, dos quais 87%
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sao direcionados para a cultura da soja e ape-
nas 10% para gramineas, segundo a Associacao
Nacional dos Produtores e Importadores de Ino-
culantes (Jones, 2019). Para P, apenas em 2019,
foi langado o primeiro inoculante no mercado
nacional, denominado BiomaPhos, desenvolvi-
do numa parceria da Empresa Brasileira de Pes-
quisa Agropecudria (Embrapa) com a empresa
Simbiose/Bioma-PR (Oliveira et al., 2020).

Nesse contexto, este capitulo abordara os prin-
cipais mecanismos associados a BPCP ligados a
fixacao de N, a solubilizacdo e mineralizagao de
P, a promocgao de crescimento e seus impactos
na cana-de-agucar e outras gramineas, incluin-
do um panorama sobre os bioinoculantes re-
centemente langados no mercado.

Fixacao biologica
de nitrogénio em
cana-de-acucar

O N é o nutriente mais limitante para o desen-
volvimento da planta, podendo ser assimilado
do solo na forma de amonio, nitrato e nitrito
(Gopalakrishnan et al., 2017). Essas formas de N
nao sao abundantes na maioria dos solos, sen-
do necessario o uso de fertilizantes quimicos
nitrogenados que sao frequentemente perdi-
dos por causa da chuva ou pela lixiviagao (Pé-
rez-Montano et al., 2013; Santos et al., 2020b).
Nesse contexto, o processo de fixacao biolégi-
ca de nitrogénio atmosférico destaca-se como
uma tecnologia de base energética renovavel e
estratégica para o suprimento de N as plantas,
incluindo os cereais e as gramineas, que respon-
dem pelo consumo da maior proporcao de ferti-
lizantes nitrogenados utilizados no globo.

A fixacao biolégica de N, (FBN) é um proces-
so essencial para transformar o N, atmosférico
em NH;. Essa transformacao é necessaria por-
que o N, é uma molécula estavel e abundante
na atmosfera, que nao pode ser utilizada pela
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Tabela 11.1. Exemplos de inoculantes microbianos disponiveis no mercado brasileiro em 2020 para promocéo de cres-

cimento com foco em cana-de-agUcar e outras gramineas.

: : Nome do .
Microrganismo Produto Empresa Cultura Funcao
Micorriza e Bacillus subtilis No-Estio Biogen Milho Tc’)le.r ancia a estresse
hidrico
Bacillus amyloliquefaciens e QuickRoots Fixacdo de nitrogénio
Acceleron Milho e solubilizacao de
Trichoderma virens Technology fosfato e potassio
AT SR (A DE Rizospirillum Rizobacter Milho Fixacdo de nitrogénio
e Ab-V6)
A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) Nodugram L Nodusoja Milho Fixacao de nitrogénio
, . Milho, trigo, o . ..
A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) Azotrop Biotrop Fixacdo de nitrogénio
pastagens
A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) Bioma Maiz Bioma Milho Fixacao de nitrogénio
Azospirillum spp. Nitragin Maiz Monsanto BioAg Milho Fixacao de nitrogénio
Laboragro
A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) Azp, Azp TF Inoculantes Milho e trigo Fixacao de nitrogénio
Agricolas
A. brasilense Mastelrﬁx Stoller Milho e arroz Fixacdo de nitrogénio
Gramineas
A. brasilense Nitro 1000 Nitro 1000 Arroz Fixacao de nitrogénio
Penicillium bilaiae JumpStart Acceleron Trigo SEMLILEEReS
Technology fosfato
A. brasilense cepa AZ 239 Nitragin Wave Monsanto BioAg Trigo Fixacao de nitrogénio

Fixacao de nitrogénio

Nitrospirillum amazonense Aprinza Basf Cana-de-aglicar e promogao de
crescimento
Solubilizagdo de

B. subtilis e Bacillus megaterium  BiomaPhos Bioma Milho fosfato e promogao

Fonte: Embrapa (2020).

de crescimento

maioria dos microrganismos e pelas plantas
nessa forma quimica. A FBN é um processo com-
plexo, que requer a expressao de um conjunto
de genes denominados genes nif (nitrogen
fixation), os quais codificam proteinas envol-
vidas diretamente nesse processo, que, junta-
mente com outros genes estruturais, participam
da ativacao de proteinas de ferro e de uma série
de proteinas regulatérias envolvidas na fixacao
de nitrogénio (Reed et al., 2011).

A reacao de reducao do N, a NH; é realizada por
microrganismos que sao chamados de fixado-
res de N ou diazotréficos. Essas microrganismos
sao classificados em dois grupos: microrganis-
mos simbidticos e microrganismos de vida livre
(Gopalakrishnan et al, 2017; Santos et al.,
2020b). Grandes contribui¢oes da FBN sdo ob-
servadas principalmente nas plantas da familia
das leguminosas, como soja e feijao, a partir de
microrganismos simbidticos, como os rizébios,
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que formam ndédulos nas raizes das plantas
(Raza et al., 2020).

Entretanto, algumas plantas da familia Poacea
(antiga familia Gramineae) tém também mos-
trado potencial para a FBN a partir da associa-
¢do com microrganismos diazotréficos de vida
livre. Bactérias de vida livre sao capazes de in-
teragir com as raizes, pois vivem préximas a ela
na regido rizosférica de modo que o nitrogénio
fixado por essas bactérias possa ser facilmente
absorvido pelas plantas. Além disso, as bactérias
utilizam os exsudatos das raizes como fontes de
carbono (aminodcidos, peptideos, proteinas,
enzimas, vitaminas e hormonios) (Tabassum
etal., 2017; Santos et al., 2020b). Entre as bacté-
rias fixadoras de N de vida livre estao as seguin-
tes: Azotobacter, Paenibacillus, Burkholderia,
Bacillus, Azospirillum e Herbaspirillum (Goswami
etal,, 2014; Santos et al., 2020b).

No caso especifico da cultura da cana-de-acu-
car cultivada no Brasil, ha ganhos econémicos
da ordem de 200 milhées de reais por ano, se
for considerado que o processo de FBN con-
tribui com cerca de 65% do N acumulado pela
cultura (Reis et al., 2006, 2008). Ainda que se
possam considerar esses ganhos apenas razoa-
veis quando comparados aos das leguminosas,
a FBN tem papel fundamental no ambiente,
principalmente pela reducao da quantidade de
nitrato acumulada nos corpos d’agua, por causa
da lixiviagdo do N aplicado por meio de fertili-
zantes quimicos sintéticos.

Diferentes espécies de bactérias diazotréficas
tém sido isoladas e descritas em cana-de-agu-
car em diferentes solos e condi¢des ambientais
nos ultimos 30 anos. Entre as bactérias associati-
vas predominantes na rizosfera da cana-de-agu-
car destacam-se os géneros Gluconacetobacter,
Burkholderia,  Beijerinckia,  Azospirillum e
Herbaspirillum (Cavalcante; Dobereiner, 1988;
Souza et al., 2016). Além de FBN, essas bactérias
podem ser responsdveis por outros beneficios a
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planta, tais como: producado de andlogos aos hor-
monios vegetais, proliferacao do sistema radicular,
aumento da absorcdo de agua e de nutrientes,
solubilizacao de fosfatos inorganicos, produ-
¢do de sideroforos, além de poderem funcionar
como agentes de controle biolégico (Pii et al.,
2015; Schlemper et al., 2018; Sousa et al., 2020).

Ha evidéncias diretas e indiretas da ocorréncia
de FBN em cana-de-agucar. Entre as evidéncias
diretas estd a identificacdo de um nidmero con-
sideravel de bactérias com capacidade de fixar
N, atmosférico associadas a cana (Sampaio et al.,
1988; Urquiaga et al., 1992; Oliveira et al., 2002,
2006), cujas estimativas de contribuicao sao de,
pelo menos, 40 a 100 kg ha' ano™ de N obtidos
a partir da FBN, usando plantas ndo inoculadas
(Urquiaga et al.,, 2012; Baptista et al., 2014). Evi-
déncias indiretas vém do fato de a cana-de-acu-
car produzir, em cultivos continuos no Brasil,
grandes quantidades de colmos com adubagdes
nitrogenadas relativamente modestas (Oliveira
et al., 2004; Bordonal et al., 2018; Martins et al.,
2020). As quantidades de N exportadas pelos col-
mos sao semelhantes ou até menores do que as
doses de N aplicadas ao longo do ciclo, sem con-
tar que ha perdas de N no sistema.

Contribuicao da fixacao
biologica de nitrogénio

a nutricao nitrogenada

da cana-de-acucar

A contribuicao da FBN a nutricao nitrogenada da
cana-de-agucar é muito variada e esta relaciona-
da com estirpe, veiculo de inoculagao, gendtipo
da planta, altitude, temperatura, umidade e es-
pecialmente condicoes de fertilidade do solo e
nivel de N no solo (Oliveira et al., 2006; Schultz
etal.,, 2017; Lopes et al., 2019). Apesar dessas va-
ridveis, a selecdo de estirpes eficientes adaptadas
a diferentes condicdes climaticas pode reduzir
as doses de fertilizantes nitrogenados sintéticos
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aplicados no campo, deixando a cultura mais
competitiva e ambientalmente mais sustentavel
(Lira et al., 2020). Nesse sentido, diferentes es-
tudos tém mostrado que a selecao de estirpes
eficientes na FBN é uma estratégia que pode au-
mentar a produtividade dessa cultura (Baldani;
Baldani, 2005; Schultz et al., 2014, 2017).

Santos et al. (2017) usaram um consércio de cin-
co estirpes (Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum  seropedicae,  Herbaspirillum
rubrisubalbicans, Nitrospirillum amazonense e
Paraburkholderia tropica) para inoculagao de
cana-de-acucar. Os resultados mostraram que
a inoculacao, tanto na forma individual, quan-
to na mistura de duas ou mais estirpes, resultou
em ganho de biomassa, aumento na absorcao
de nutrientes e modificacdes na arquitetura da
raiz das duas cultivares de cana avaliadas, em-
bora a magnitude dos efeitos tenha variado
entre as estirpes e as cultivares. Foi observado
também aumento de até 50% na massa seca da
raiz sequindo a inoculacdo das plantulas na fase
de germinacdo, com um aumento significativo
no volume e na area da raiz, especialmente das
raizes mais finas. Essas diferencas nas caracteris-
ticas radiculares podem ter influenciado positi-
vamente a absorc¢ao de dgua pelas plantulas. No
entanto, Martins et al. (2020) inocularam esse
mesmo consorcio de cinco estirpes em duas cul-
tivares de cana-de-acucar e mostraram que as
plantas-controle, mesmo sem inoculacao, obti-
veram mais de 65% de N a partir de FBN, o que
indicou a presenca de um grupo consideravel e
desconhecido de bactérias diazotréficas no mi-
crobioma das plantas. Concluiram também que
ainoculagao nao resultou em aparente impacto
na propor¢ao de N derivado da FBN.

Confirmando o efeito de promocao de cres-
cimento das plantas, foram identificados no
estudo do microbioma de plantas de cana-de-
-aclcar géneros de bactérias promotoras de
crescimento ja conhecidos, como Azospirillum,

Bacillus, Beijerinckia, Bradyrhizobium, Erwinia,
Enterobacter, Herbaspirillum e Gluconoacetobacter
(Souza et al,, 2016). No entanto, houve o pre-
dominio de outros grupos que nao haviam
sido estudados anteriormente, por exemplo,
Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae e
Moraxellaceae, que juntos contribuem com
mais de 50% da abundancia relativa em
colmos. Além desses grupos, as familias
Chitinophagaceae, Hyphomicrobiaceae, Rhizobiaceae,
Sphingomonadaceae, Rhodospirillaceae (excecao de
Azospirillum e Herbaspirillum), Sphingobacteriaceae
e Sinobacteraceae foram também altamente
abundantes, porém a sua caracterizagao quanto
a promocao de crescimento e a contribuicdo para
a FBN ainda nao foi explorada. Esses resultados
sugerem que o microbioma de diferentes partes
da planta pode conter microrganismos que sao
abundantes e que possuem fungoes bioldgicas
diferentes da FBN, sendo, no entanto, relevantes
para o desenvolvimento da planta (Souza et al.,
2016). Desse modo, esses dados podem ajudar
a explicar a dificuldade em demonstrar o efeito
benéfico da inoculagao com um grupo conheci-
do de bactérias diazotréficas, uma vez que essas
podem nao ser abundantes o suficiente nos teci-
dos da planta para garantir o fornecimento de N.
No entanto, essa enorme diversidade desconhe-
cida pode ser um recurso biotecnolégico impor-
tante para processos bioldgicos, tais como a FBN
(Souza et al., 2016).

Outros autores também questionaram se é pos-
sivel incrementar a contribuicao da FBN pelo
uso de bactérias selecionadas como inoculantes
para a cultura da cana-de-acucar. Diferentes es-
tudos tém mostrado que, apesar da inoculagao
com bactérias isoladas ou com um consoércio de
bactérias diazotroficas, ndo foi observada mo-
dificacdo na contribuicao da FBN advinda da
inoculacao, dando evidéncias de que os bene-
ficios do inoculante para a cana-de-agucar po-
dem ser provenientes do efeito da promogao de
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crescimento de plantas (Schultz et al., 2014;
Santos et al., 2017, 2019). Martins et al. (2020)
utilizaram o mesmo consorcio de cinco estirpes
utilizadas por Santos et al. (2017) para inocular
duas cultivares de cana. Os resultados mostraram
que essas cultivares foram capazes de obter ele-
vadas contribui¢cdes de N a partir da FBN, mesmo
sem inoculagdo. Os autores afirmam que, apesar
das cultivares de cana obterem mais de 65% do
N a partir de FBN, continua o desafio de identi-
ficar quais bactérias sao responsaveis por esse
efeito e como elas interagem com as plantas; e
concluem que a inoculagao teve pouco impacto
na proporcao de N derivado da FBN. Pereira et al.
(2019) consideram que a inoculacao dessa mistu-
ra bacteriana com a aplicagao de uma dose baixa
de N (50 kg ha) pode aumentar a produtividade
da cana com reducao dos custos. A partir desses
estudos, em 2019, o primeiro inoculante comer-
cial para a cultura da cana foi registrado no Brasil
(cepa N. amazonense) por uma equipe da Embra-
pa em parceria com a empresa Basf.

Bactérias de interacoes
associativas na rizosfera
e bactérias endofiticas
de cana-de-acucar

As bactérias diazotréficas e colonizadoras de
rizosfera de plantas foram mais intensamente
estudadas no Brasil nas décadas de 1950 e 1960
guando se iniciaram os estudos na drea de FBN
em gramineas. Em 1955, foi feito o primeiro re-
lato sobre a ocorréncia em cana-de-agucar de
bactérias fixadoras de N do género Beijjerinckia,
o que levou a descricao da espécie denomina-
da Beijerinckia fluminensis (Dobereiner; Ruschel,
1958). Estudos mais detalhados mostraram que
a populacgao de Beijerinckia era mais pronuncia-
da na regiao denominada rizoplano (solo ade-
rente a superficie das raizes) do que na rizosfera
(Dobereiner, 1961). Nesse mesmo estudo, foi
encontrada a bactéria Beijerinckia em 95% das
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amostras de solo localizadas nessa regiao das
raizes e 62% em amostras de solo retiradas das
entrelinhas. A quantificagao da FBN em cana in-
dicava uma contribuicao de até 50 kg ha™' ano™
de N (Dobereiner et al., 1973).

Pesquisas com as bactérias denominadas as-
sociativas foram intensificadas com o relato de
que a bactéria Spirillum lipoferum era o principal
microrganismo fixador de N associado as raizes
da graminea forrageira Digitaria decumbens
(Dobereiner; Day, 1975). Com base nas carac-
teristicas fisioldgicas, bioquimicas e de homo-
logia de DNA, foi criado o género denominado
Azospirillum (Tarrand et al., 1978). Uma espé-
cie de Azospirillum, denominada Azospirillum
amazonense, foi descrita por Magalhaes et al.
(1983) e posteriormente reclassificada para
N.amazonense (Lin et al., 2014). Sua distribuicao
ecoldgica foi confirmada por meio da avaliacao
da ocorréncia em outras gramineas, como a
cana-de-acUcar, nas quais altas populagdes da
bactéria foram detectadas (Baldani et al., 1999).
Uma das suas principais diferencas para as ou-
tras espécies consiste na capacidade de usar sa-
carose como fonte de carbono e na intolerancia
ao meio alcalino (Magalhaes et al., 1983).

Experimentos em vaso e em campo com "N
mostraram que 60-70% do N da planta de ca-
na-de-acucar podem ser provenientes da FBN,
de acordo com o genotipo e as condi¢oes eda-
foclimaticas (Boddey; Débereiner, 1995; Santos
et al, 2017; Antunes et al., 2019). Como essas
elevadas contribuicoes dificilmente poderiam
ser atribuidas somente a bactérias da rizosfera,
iniciaram-se, entdo, pesquisas de identificacdo
de outras bactérias. No fim da década de 1980,
verificou-se que havia bactérias endofiticas que
colonizavam raizes, colmos e folhas no xilema
e em espacos inter e intracelulares de algumas
gramineas, como, por exemplo, a cana-de-acu-
car (Dobereiner, 1992). Essas bactérias sao capa-
zes de colonizar os vasos do xilema onde estao
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sendo circundadas com peliculas provenientes
da planta, lembrando os envelopes membrano-
sos das leguminosas (Baldani; Dobereiner, 1999;
Reis et al., 2011).

A primeira bactéria fixadora de N com caracteris-
ticas endofiticas foi isolada de solo da rizosfera,
de raizes lavadas e raizes esterilizadas superfi-
cialmente de plantas de gramineas e constituiu
um novo género denominado Herbaspirillum,
com a criacao da espécie H. seropedicae (Baldani
et al., 1986), que promove aumento significati-
vo da matéria seca ap0s inoculacdo em cana-
-de-acgucar (Marques Junior et al., 2008). Nesta
mesma década, foi verificado que um grupo de
bactérias pertencentes a espécie Pseudomonas
rubrisubalbicans, causador da doenca denomi-
nada estria-mosqueada em cana-de-acucar,
apresentava caracteristicas bastante semelhan-
tes as do género Herbaspirillum (Dobereiner et
al., 1990; Gillis et al., 1991). Estudos fisioldgicos
(Baldani et al., 1992) e moleculares foram reali-
zados e culminaram na descricao da espécie H.
rubrisubalbicans (Baldani et al., 1996). Essa espé-
cie foi isolada de variedades de cana-de-acucar
sem apresentar sintomas da doenca (Doberei-
ner et al., 1993) e tem sido utilizada na inocula-
¢ao de cana-de-agucar com efeito positivo sig-
nificativo em varias caracteristicas morfolégicas
e nutricionais (Lira et al., 2020).

A espécie G. diazotrophicus (Yamada et al., 1997)
apresenta importantes caracteristicas biotecno-
l6gicas, como promogao do crescimento vege-
tal, vias de metabolismo do acgucar, secrecao de
acidos organicos e ocorréncia de bacteriocinas
(Bertalan et al., 2009). Varias outras espécies
do género Gluconacetobacter foram descri-
tas, incluindo Gluconacetobacter azotocaptans,
Gluconacetobacter sacchari, Gluconacetobacter
maltaceti e Gluconacetobacter johannae. Esta ul-
tima foi uma homenagem a contribuicao da pes-
quisadora Johanna Dobereiner para a drea de FBN
(Fuentes-Ramirez et al., 2001; Slapsak et al., 2013).

Colonias da bactéria endofitica G. diazotrophicus
tém sido detectadas em raizes e colmos de di-
versas variedades de cana-de-aglcar em dife-
rentes regides canavieiras brasileiras (Doberei-
ner, 1992; Baldani et al., 2002; Chawla et al,
2014). Diferentes estudos mostraram que
essa espécie produz compostos com capaci-
dade antimicrobiana que inibe o crescimento
de diversos fitopatégenos (Pindn et al., 2002;
Nieto-Penalver et al, 2014). A inoculacao de
bactérias diazotréficas em cana, incluindo a
G. diazotrophicus, contribuiu para a atenuagao
dos efeitos patogénicos em gendtipos diferen-
cialmente sensiveis ao raquitismo de soqueira
(Carneiro Junior, 2006). Efeitos antagdnicos de
G. diazotrophicus contra o fungo Colletrotichum
falcatum, causador da podridao-vermelha em
cana, foram demonstrados quando ambos
foram cultivados juntos no meio de cultura
(Muthukumarasamy et al., 2000). Estudos simila-
res também mostraram efeitos antagonicos de
G. diazotrophicus contra diversas outras espécies
de fungos fitopatogénicos tanto em experimen-
tos conduzidos in vitro quanto em casa de vege-
tacao (Mehnaz; Lazarovits, 2006; Pellegrini et al.,
2020).

Aumento da aquisicao
de P por microrganismos
solubilizadores de fosfato

Observa-se frequentemente uma baixa concen-
tracao de P disponivel para as plantas em solos
altamente intemperizados e acidos. Esse fato
pode ser atribuido a adsorcao de fosfato por mi-
nerais como 6xidos de ferro e aluminio nos solos
argilosos tropicais, e por calcio, principalmente
em solos de clima temperado (Lépez-Arredon-
do et al., 2014), reduzindo assim sua absor¢ao
pelas plantas. Os niveis de P também sao bai-
X0s nos solos muito arenosos por causa da bai-
xa capacidade de adsor¢cao do nutriente que,
consequentemente, fica suscetivel a lixiviagdo
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(Sims et al., 1998). A fracao inorganica de fosfato
mais abundante nos solos tropicais é o fosfato
de ferro (Fe-P), seguido pelo fosfato de aluminio
(AI-P) e fosfato de calcio (Ca-P), que sdao formas
pouco disponiveis para as plantas (Shaw, 2001).
Adicionalmente, cerca de 80% do P total em
areas agricolas de plantio direto estabelecido ou
rotacao de culturas estd na forma organica, que
também ndo é diretamente acessivel as plantas
(Novais; Smyth, 1999). Para agravar a situagao, o
P é derivado de reservas sedimentares ou mag-
maticas que ndo sao renovaveis (Blackwell et al.,
2019). Por sua vez, a aplicacao excessiva de ferti-
lizantes fosfatados levanta questdes importan-
tes sobre sustentabilidade, uma vez que pode
contribuir para o processo de poluicao do solo,
contaminacao da dgua pela eutrofizacao de rios
e mananciais e do ar, pela emissao de gases t6-
Xicos no seu processo de fabricagcao que conso-
me combustiveis fosseis (Withers et al., 2018).

Os fertilizantes fosfatados correspondem a 23%
do montante importado de fertilizantes no Pais,
o que significa 5,6 milhdes de toneladas (Global-
fert, 2019). A necessidade de aplicacao de altas
doses de fertilizantes para atender a demanda
das culturas se traduz em maior dependéncia
externa, ja que mais de 50% dos fertilizantes
fosfatados sdo importados.

Estudo realizado pela Embrapa e parceiros mos-
tra que, nos ultimos 50 anos, quase metade do P
aplicado na agricultura na forma de fertilizante
inorganico continua no solo, constituindo uma
reserva de mais de USS$ 40 bilhdes, o que pode
ajudar o Brasil a se precaver contra uma possivel
escassez futura do nutriente. Ao aprendermos a
manejar e reciclar esse nutriente de forma mais
eficiente, essa imensa reserva podera ser mobi-
lizada em favor da agricultura brasileira (Withers
etal., 2018). Em geral, o estoque de P inorganico
nos solos esta em aproximadamente 57%, en-
quanto o de P organico, na forma de monoéster,
em cerca de 33%, o que indica alto potencial
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para o uso agrondmico desse total acumulado
(Menezes-Blackburn et al., 2018).

A atividade microbiana estd intimamente rela-
cionada com a ciclagem de nutrientes no solo
(Gadd, 1999), e, ao longo do cultivo, a disponibili-
dade de P pode ser aumentada pela contribuicao
da microbiota do solo ou pelo uso dos inoculan-
tes microbianos (Mendes et al., 2014; Ribeiro et
al., 2018; Sousa et al., 2020; Oliveira et al., 2020).
Em geral, um grama de solo fértil contém 10'a
10" bactérias, e seu peso vivo pode exceder 2 mil
quilogramas por hectare (Khan et al., 2009).

Microrganismos solubilizadores de fosfato (MSP)
sao conhecidos por aumentar a disponibilidade
de P para as plantas a partir da sintese de com-
postos quimicos eficientes na solubilizacdo de
fosfatos insoluveis presentes no solo. Entre toda
a populagao microbiana do solo, bactérias solu-
bilizadoras de P normalmente compreendem
entre 1 e 50%, enquanto os fungos entre 0,1 e
0,5% de populacao total (Chen et al., 2006), com
destaque para bactérias dos géneros Bacillus,
Pseudomonas, Azotobacter e Burkholderia, além
de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium
(Oliveira et al., 2009; Gomes et al., 2014; Etesami;
Maheshwari, 2018; Kalayu, 2019).

O principal mecanismo de solubilizacao de
P por microrganismos consiste na producao
de acidos organicos ou liberacao de prétons
(Satyaprakash et al., 2017; Abreu et al., 2017;
Kumar et al., 2018; Kalayu, 2019). Acidos orga-
nicos e inorganicos produzidos por MSP dissol-
vem os fosfatos insoluveis do solo por quelagao
de cations e competem com o fosfato por si-
tios de adsorcao no solo (Khan et al., 2009). Os
grupos hidroxila e carboxila dos acidos quelam
os cations ligados ao fosfato, convertendo-os
assim em formas soluveis.

As formas organicas do P no solo, como aci-
dos nucleicos, fosfolipidios, fosfatos de agucar,
acido fitico, polifosfatos e fosfonatos, ndao es-
tao disponiveis para as plantas e precisam ser
mineralizadas por meio da decomposicao da
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matéria organica por microrganismos (Khan
et al., 2009). Essa mineralizagao ocorre pela pro-
ducao de fosfatases ou fosfohidrolases, como
a fitase (Satyaprakash et al., 2017; Menezes-
-Backburn et al., 2018; Kumar et al., 2018), que
compreendem um amplo grupo de enzimas
que catalisam a hidrdlise das ligacoes fosfo-
monoéster, liberando assim o P inorganico que
sera absorvido pelas plantas (Tapia-Torres et al.,
2016; Menezes-Blackburn et al., 2018).

Uma estratégia promissora tanto em termos am-
bientais quanto econémicos é o uso combinado
de fosfatos de rocha (baixa solubilidade) e MSP
(Khan et al., 2007; Richardson et al., 2009; Go-
mes et al., 2014; Almeida et al.,, 2016), que pode
aumentar a biomassa e/ou a produtividade em
diferentes gramineas, como trigo (Singh; Reddy,
2011; Emami et al., 2019), milheto (Ribeiro et al.,
2018), milho (Kaur; Reddy, 2015) e sorgo (Mat-
tos et al., 2020). Diferentemente dos fertilizantes
fosfatados sintéticos, os fosfatos naturais repre-
sentam fontes de P insolUveis em 4gua, apresen-
tando, portanto, menor eficiéncia na disponibili-
zacao de P no solo em curto prazo (Korndorfer,
1999). No entanto, por causa do processo onero-
so envolvido na producao industrial de fontes so-
lGveis de P, a utilizacdo de fosfatos naturais tem se
tornado uma alternativa atrativa pelo baixo custo
do produto, apesar de apresentarem menor efi-
ciéncia agronémica. No entanto, a magnitude da
resposta da combinacdo de fosfato natural com
MSP normalmente depende de varios fatores,
principalmente das estirpes dos microrganismos,
das formulagdes, da fonte de P e/ou do tipo de
solo, do gendtipo da planta, além das condi¢des
ambientais (Mattos et al., 2020).

Microrganismos
solubilizadores de
fosfato em gramineas

A etapa inicial do desenvolvimento de inoculan-
te que contenha MSP consiste em isolamento,
selecdo, identificacdo e avaliagao dos microrga-

nismos com potencial para solubilizacdo de fon-
tes de fosfato insoltivel em condi¢bes de labo-
ratorio. A maioria dos MSP é isolada da rizosfera
ou do interior das plantas (endofiticos), onde
eles sao conhecidos por serem metabolicamen-
te mais ativos (Khan et al., 2009; Walpola; Yoon,
2012; Selvi et al., 2017). Cepas isoladas da rizos-
fera de genétipos de milho eficientes no uso de
P mostraram-se eficientes na solubilizacdo de
fontes inorganicas de P, com disponibilizacdo de
até 67% do P total in vitro (Oliveira et al., 2009),
demonstrando assim uso potencial como bioi-
noculante. Outras caracteristicas, como a taxa
de sobrevivéncia, adaptacao e multiplicacao
dos microrganismos na rizosfera (competéncia
rizosférica) e a capacidade de colonizacao e in-
feccao das plantas hospedeiras (competéncia
endofitica), devem ser avaliadas em testes de
casa de vegetacao e de campo (Sathya et al.,
2016).

Resultados promissores tém sido observados em
diferentes culturas. A inoculagdao de MSP em mi-
lho promoveu o aumento do crescimento das
plantas e a absorcdao de nutrientes em condicoes
de casa de vegetacao e de campo (Kumar et al.,
2007; Hameeda et al., 2008; Sousa et al., 2020). A
maioria desses microrganismos promoveu efeitos
significativamente positivos sobre rendimentos de
graos, peso seco total e contelddo de P em plantas
de milho. Em condi¢bes de campo, a inoculagao
de sementes de milho com Penicillium oxalicum
em associacdo com o uso de fosfatos de rocha
proporcionou aumento significativo do cresci-
mento, da producao e do teor de P nas plantas
(Singh; Reddy, 2011). Efeitos positivos também
foram evidenciados em plantas de milho por meio
de estirpes bacterianas solubilizadoras de fosfato
dos géneros Serratia e Pseudomonas, que promo-
veram aumento do crescimento, acimulo de P e
produtividade de até 85%, em comparagao com
o controle nao inoculado (Hameeda et al., 2008).
Em condicbes controladas, a inoculagao do milho
com MSP e a adubacgdao com fosfatos de rochas
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proporcionaram aumento do comprimento e da
massa seca de raiz de 11 e 35%, respectivamente
(Manzoor et al., 2017), além do aumento do con-
teddo interno de P na planta de maneira propor-
cional ao ganho de massa seca (Oliveira etal., 2013;
Sousa et al., 2020). Adicionalmente, trabalhos com
milheto demonstraram ganho de massa seca de
raiz e maior acumulo de P com a inoculacao de
cepas-elites de Bacillus isoladas pela Embrapa (Oli-
veira et al., 2013; Ribeiro et al., 2018).

O uso de microrganismos em conjunto com
fertilizantes organominerais (fosfato de rocha,
minerais e componente organico) também tem
sido indicado em milho. Resultados de estudos
da equipe de microbiologia do solo da Embrapa
Milho e Sorgo indicaram produtividades simi-
lares entre os tratamentos de milho adubados
com superfosfato triplo e com fertilizante or-
ganomineral pulverizado com MSP no sulco de
plantio. Foi também observado um aumento do
teor de P na parte aérea das plantas de milho e
no solo em tratamentos que receberam a inocu-
lagdo com MSP (Sousa et al., 2020). Amanullah e
Khan (2015) observaram influéncia de bactérias
solubilizadores de P na produc¢ao do milho adu-
bado com composto organico e P nas doses de
75 e 100 kg ha' do organomineral. Os autores
indicaram que doses mais altas de P, juntamen-
te com MSP, aumentaram a disponibilidade e a
absorcao desse nutriente, o que resultou em au-
mento da produtividade do milho. Almeida et
al. (2016) observaram efeito significativo da ino-
culacao com MSP na produc¢ao de massa seca da
parte aérea do milheto adubado com fontes or-
ganominerais. Os autores observaram também
que a inoculacdo no plantio foi mais eficiente
que a realizada 60 dias antes do plantio e citam
que esse resultado pode estar relacionado com
uma melhor sobrevivéncia dos microrganismos
solubilizadores, quando aplicados sobre a fonte
organomineral.

Atualmente, para culturas de graos, ja existem,
no mercado de paises como Canadd, Austra-
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lia, Egito e india, produtos fertilizantes obtidos
a partir da mistura de fosfato de rocha, MSP e
uma fonte de carbono, como residuos de cana,
mandioca, entre outros, os quais tém sido usa-
dos extensivamente na agricultura desses pai-
ses com resultados positivos (Khalil et al., 2002).

Em trigo, a inoculacdao de MSP dos géneros
Azotobacter e Bacillus em condi¢des de cam-
po aumentou o rendimento de graos em até
30 e 43%, respectivamente (Kloepper et al.,
1992). Da mesma forma, um aumento de ren-
dimento de 10 a 20% foi relatado em testes de
campo usando uma combinacdao de Bacillus
megaterium e Azotobacter chroococcum (Rodri-
guez; Fraga, 1999). A inoculacdo de trigo com
diferentes espécies de Pseudomonas e Bacillus
também aumentou a absor¢ao de P e o ren-
dimento de grdaos (Walpola; Yoon, 2012). Re-
centemente, a inoculacdo com MSP do género
Paenibacillus promoveu aumento significativo
do P disponivel no solo e da absorcao de P pelas
plantas, além de estimular consideravelmente a
fixacao biolégica de N narizosfera e na endosfe-
ra de plantulas de trigo (Li et al., 2020).

Em sorgo, a inoculacdo tanto com Bacillus
simplex quanto com Pseudomonas promoveu
aumento significativo da matéria seca e absor-
¢do de P (Rezakhani et al., 2020). Nessa mesma
cultura, a inoculagdo com bactérias do género
Bacillus aumentou significativamente a biomas-
sa da raiz e o teor de P em experimentos em
casa de vegetacao, bem como a produtividade
e o teor de P nos graos em condi¢des de campo
(Mattos et al., 2020).

Em cevada, a inoculacao de MSP da bactéria
Mesorhizobium mediterraneum em solos trata-
dos com fosfatos insoltiveis aumentou em 100%
o teor de P no solo, promovendo acréscimo sig-
nificativo do teor de nutrientes e matéria seca
(Peix et al., 2001). Plantas de cevada inoculadas
com Streptomyces roseocinereus também au-
mentaram significativamente o comprimento
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da parte aérea e da espiga, bem como o P dispo-
nivel nas espigas e folhas (Chouyia et al., 2020).

A capacidade de solubilizacao de fosfato por mi-
crorganismos do solo é conhecida por influenciar
positivamente também a producao de arroz (Su-
taliya; Singh, 2005; Asuming-Brempong, 2013). A
inoculacao de Trichoderma aumentou significa-
tivamente a solubilizacdo do fosfato de rocha e
consequentemente a absorcao de P pelas plantas
de arroz (Chagas et al., 2015). Ainda em arroz, a
inoculagcdo com cepa de Pantoea aumentou a al-
tura da planta, a biomassa, o crescimento da raiz
e a absorcao de P (Chen; Liu, 2019).

Em alguns casos, as mesmas cepas de MSP fo-
ram testadas em diferentes gramineas. Isolados
de Azospirillum promoveram maior produtivida-
de em milho, sorgo e trigo, enquanto a inocula-
¢ao com isolados de Bacillus resultou em maior
rendimento em sorgo e trigo (Rodriguez; Fraga,
1999). Varios MSP também tém sido utilizados
em interacao com fungos micorrizicos com efei-
tos positivos sobre o crescimento das plantas,
confirmando o potencial do uso de consércios
microbianos para a producao de bioinoculantes.
A inoculacao em trigo de diferentes espécies de
bactérias solubilizadoras de fosfato combinadas
com fungos micorrizicos arbusculares levou ao
aumento na producao de matéria seca da parte
aérea, no numero de espigas e na produtividade
de grdos de trigo (Yousefi et al., 2011).

Microrganismos
solubilizadores de P
em cana-de-acucar

O P é um nutriente critico para o desenvolvi-
mento da cana-de-agucar uma vez que desem-
penha papel essencial no desenvolvimento do
sistema radicular e no perfilhamento, além de
influenciar a atividade fotossintética, a longe-
vidade e a produtividade da planta (Kingston,
2014; Santos et al., 2020a). Adicionalmente,
sua influéncia na producao e na qualidade do

caldo tem sido bem estabelecida, tornando a
aplicacdo de P parte importante dos progra-
mas de fertilizacdo da cana. No entanto, apenas
10 a 30% do fertilizante fosfatado aplicado no
primeiro ano de cultivo sao absorvidos pelas rai-
zes da cana, enquanto o restante acumula nos
solos, como P fixado em argilas e cations como
calcio (Ca), aluminio (Al) e ferro (Fe), uma forma
nao disponivel para as plantas (Kingston, 2014).
Assim, os solos apresentam grandes reservas
de P que poderiam suportar os requerimentos
das culturas por longo prazo se mobilizado pelo
manejo adequado do solo, envolvendo adicdo
de matéria organica e/ou uso de alternativas
como os MSP.

Bactérias que colonizam as raizes exercendo
efeitos positivos tais como fixacdo de nitrogénio
e producdo de horménios tém sido bastante es-
tudadas em cana-de-agucar (Boddey etal., 2003;
Caballero-Mellado, 2004; Perin et al., 2006). No
entanto, apesar da importancia comercial dessa
cultura, o conhecimento da comunidade micro-
biana solubilizadora de P associada a ela ainda
é escasso, existindo limitada informacao sobre
o papel das espécies microbianas no crescimen-
to, desenvolvimento e desempenho da planta.
Nesse sentido, o conhecimento das popula-
¢des microbianas que ocorrem naturalmente
na rizosfera ou colonizam tecidos internos das
plantas (endofiticos) é uma etapa importante
no isolamento, na caracterizacao e na sele¢ao
de microrganismos benéficos para produgao de
inoculantes microbianos para a cana-de-acucar.

Entre os grupos de bactérias predominantes nas
raizes da cana, destacam-se as Proteobacterias,
cujos membros promovem o crescimento das
plantas por mecanismos diversos, contribuindo
com mais de 40% da populagao total, sequidas
por Acidobacteria e Actinobacteria (Gao et al,
2019). Estudos que comparam plantas em dife-
rentes estagios de desenvolvimento mostraram
que a populagao microbiana predominante na
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cana-soca, apos 3 anos de cultivo, foi o grupo
de Acidobacterias, enquanto as Actinobacterias
apresentaram maior abundancia na cana re-
cém-plantada. Acidobacteria, que é um filo am-
plamente distribuido na rizosfera, pode atuar na
degradacao de polissacarideos, portanto apre-
senta papel importante no ciclo do carbono. Por
sua vez, sabe-se que as Actinobacterias desempe-
nham papel na regulagao das intera¢oes bioldgi-
cas entre plantas, patdgenos e o ambiente (Gao
et al,, 2019). Outros autores descreveram outros
grupos de bactérias predominantes em cana,
como os géneros Beijerinckia, Gluconacetobacter,
Herbaspirillum,  Burkholderia, ~ Azospirillum,
Pantoea, Pseudomonas e Microbacterium, en-
quanto os principais grupos de fungos que
ocorrem naturalmente associados as raizes ou
no interior das plantas de cana sao os seguintes:
Epicoccum, Trichoderma e fungos micorrizicos ar-
busculares (FMA) (Romao-Dumaresq et al., 2017).

Com o objetivo de ampliar o nimero de micror-
ganismos isolados de plantas de cana, Armanhi
et al. (2018) adicionaram caldo de cana estéril
ao meio de cultura, o que favoreceu o cultivo de
géneros como Pseudomonas, Flavobacterium,
Agrobacterium e Enterobacter, os quais sao adap-
tados a agucares, aminodcidos, acidos organicos
e pequenas moléculas e respondem bem aos
exsudatos na rizosfera da cana. A partir desses
microrganismos selecionados em meio de cul-
tura e do microbioma obtido independente-
mente de cultivo, foram criadas comunidades
sintéticas formadas pelos microrganismos mais
abundantes das raizes e dos colmos das plantas
de cana (Armanbhi et al., 2018). Os autores usa-
ram essa comunidade sintética como inoculan-
te de plantulas de milho e observaram que os
microrganismos colonizaram as plantas inocu-
ladas substituindo parcialmente a microbiota
original e contribuindo com, aproximadamente,
54 e 49% da abundancia relativa total de mi-
crorganismos rizosféricos e endofiticos da raiz,
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respectivamente. Como resultado, as plantas
inoculadas aumentaram 3,4 vezes a biomassa
fresca quando comparadas com plantas nao
inoculadas, além de diferencas observadas no
peso seco das plantas. Adicionalmente, as plan-
tas inoculadas foram mais vigorosas, com folhas
verde-escuras, que apresentavam sistemas radi-
culares mais ramificados com maior nimero de
raizes laterais (Armanhi et al., 2018).

Um estudorecenteavaliou o efeito dainoculagao
dasbactérias Azospirillum brasilense, Bacillus sub-
tilis e Pseudomonas fluorescens no desempenho
da cana-de-acucar ao final do ciclo (Rosa et al.,
2020). O experimento foi conduzido em um
solo com baixo P disponivel. Foram aplicados
os inoculantes separadamente ou em conjun-
to e cinco doses de P na forma de superfosfato
triplo. A inoculagao bacteriana com B. subtilis +
P. fluorescens resultou em aumento na concen-
tracdo de P na folha da cana. A combinacdo de
A. brasilense + B. subtilis com aplicagao de 45 kg
ha'de P,0;s foi o melhor tratamento, resultan-
do em aumento da massa seca, acimulo de P
e aumento na producdo do colmo em 38% em
uma variedade de cana, reduzindo a fertilizacao
de P em 75% para a mesma variedade cultivada
em solo com baixo P. Além disso, a combinacao
A. brasilense + B. subtilis resultou em aumento
do P disponivel na camada superficial do solo
depois da colheita em mais de quatro vezes, em
comparagao com os tratamentos nao inocula-
dos, o que indica que essa mistura de bactérias
solubilizou parte do P do solo, disponibilizando
seu uso para as plantas.

Alguns estudos tém avaliado o efeito da apli-
cacao de fontes menos soliveis de P, como os
fosfatos de rocha, em conjunto com inoculagao
com MSP. Nesse sentido, a inoculagdao com B.
megaterium var. Phosphaticum foi avaliada no
crescimento e na producdo da cana-de-acucar
com e sem a adi¢do de fosfato de rocha (Sunda-
ra et al., 2002). Foi observado que a inoculacao
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da bactéria aumentou o teor de P disponivel
para as plantas no solo. Observou-se também
um aumento do perfilhamento, do peso do col-
mo e da produ¢ao em 12,6%. Adicionalmente,
50% do fertilizante soltvel fosfatado pode ser
substituido pelo fosfato de rocha, uma fonte de
P de menor custo quando aplicado em conjun-
to com MSP. A inoculacdao também melhorou a
qualidade do caldo da cana, em termos de pure-
za e teor de acUcares.

0 uso de diferentes fontes de fosfato de rocha
e as interacdes na comunidade microbiana do
solo com/sem inoculagao de FMA também fo-
ram investigados (Gumiere et al., 2019). As fon-
tes de fosfato avaliadas foram superfosfato sim-
ples, fosfato de rocha Cataldo e fosfato de rocha
Bayodvar. Os resultados indicaram que o uso da
fonte Baydvar resultou em maior teor de maté-
ria seca total da cana-de-acuicar em ambos os
tratamentos com ou sem inoculagcao com FMA.
No entanto, uma reducao da matéria seca total
foi observada quando a fonte de P foi o super-
fosfato simples com a inoculagcdao com FMA. Esse
efeito negativo da colonizagao com FMA junto
com fosfato soltvel pode estar relacionado ao
custo liquido de carbono para manutencdo e
crescimento dos fungos, que excedeu os bene-
ficios liquidos obtidos pela planta hospedeira
com alto fornecimento de nutrientes. Esses re-
sultados ndao apenas confirmam o efeito nega-
tivo da acidulagdo de fertilizantes fosfatados
soluveis na colonizacdao de FMA, mas também
indicam efeito de antagonismo entre fonte e
inoculo, resultando em uma redu¢ao na massa
seca total. Adicionalmente, a fonte de fosfato
afetou a matéria seca total e a estrutura das co-
munidades microbianas do solo. As intera¢des
bacterianas aumentaram nas fontes com alta
porcentagem de P,0s, enquanto as interacoes
com fungos diminuiram.

Outra abordagem que utiliza enxofre inoculado
com a bactéria Acidithiobacillus tem mostrado

resultados satisfatérios na disponibilidade de P a
partir de fosfatos de rocha em solos acidos brasi-
leiros para diferentes culturas, incluindo a cana-
-de-agucar. Isso ocorre porque, para a producao
de fertilizantes fosfatados, acidos fortes como
acido sulfurico, fosforico ou nitrico sao adiciona-
dos para promover a solubilizagdo das rochas,
processo que requer alto consumo de energia
(Straaten, 2002). No caso do experimento com
Acidithiobacillus, a solubilizacao do fosfato de ro-
cha ocorre pela producao de acido sulftrico pelas
bactérias, evitando-se a aplicacao de acidos for-
tes na producao dos fertilizantes soltveis. Embo-
ra muitas dessas bactérias que oxidam enxofre
ocorram naturalmente nos solos, as espécies mais
importantes nao sao abundantes nos solos agri-
colas, por isso é necessdria a sua inoculacao para
produzir os efeitos desejados (Stamford et al,
2008). Por exemplo, um estudo avaliou a produ-
¢do de biofertilizantes que utilizavam fosfato de
rocha mineral (apatita) adicionado de biotita rica
em potassio, além de enxofre inoculado com a
bactéria Acidithiobacillus, e comparou a eficiéncia
desse biofertilizante com fertilizantes soltveis na
producao de cana (Stamford et al., 2006). Os bio-
fertilizantes foram produzidos em sulcos onde as
rochas, apatita ou biotita, sdo misturadas com en-
xofre elementar inoculado com Acidithiobacillus.
Os resultados indicaram um aumento da massa
fresca do colmo com a aplicacdo dos biofertili-
zantes e dos fertilizantes soltveis. Houve um au-
mento significativo dos conteidos de N, P e K na
matéria seca do colmo quando os biofertilizantes
foram aplicados, indicando seu potencial uso
como fonte de nutrientes para a cultura. Em ou-
tro estudo, duas variedades de cana-de-acucar,
trés fontes de P (apatita, apatita misturada com
Acidithiobacillus e superfosfato triplo) e trés
fontes de K (biotita, biotita misturada com
Acidithiobacillus e KCl) foram aplicadas em um
experimento de campo. Foi observada uma redu-
¢do significante no pH do solo, sequida de um au-
mento do P, K, Ca e magnésio (Mg) no solo coma
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adicao dos biofertilizantes em comparagao com
os fertilizantes sintéticos soluveis. Os autores
concluiram que os biofertilizantes apresentam
potencial uso como fonte de nutrientes para a
cultura, mas que a reducao do pH do solo precisa
ser mais bem investigada (Stamford et al., 2008).

Comercializacao e
desafios da producao

de bioinoculantes que
contém microrganismos
solubilizadores de fosfato

Diversos estudos tém demonstrado que o uso
de inoculantes comerciais que contém MSP
aumenta significativamente o P disponivel e a
absorcao desse nutriente pelas plantas (Irshad
et al., 2012). Essa capacidade foi comprovada
inicialmente em varios estudos de validagao em
escala de bancada (Nahas et al., 1990; Richard-
son et al., 2009; Oliveira et al., 2009) que pro-
piciaram o desenvolvimento de programas de
inoculacao de MSP, com resultados favoraveis
em varios paises, visando ao aumento da dispo-
nibilidade do P (Owen et al., 2015). Entre estes
produtos pioneiros, podemos citar o Jumps-
tar (Khalil et al., 2002), formulado a base de
Penicillium  bilai, proveniente do Canada,
Bio-Phospho, Bio Promotor Phosphobacteria, Po-
tash solubilizing liquid e Biozote-P, formulados a
base de Bacillus e outros MSP, principalmente na
india e no Paquistdo (Tabassum et al., 2017).

No entanto, o sucesso comercial de um produ-
to baseado em microrganismos promotores de
crescimento, como os MSP, requer demanda de
mercado viavel e econOmica, consistente e am-
plo espectro de acdo, seguranca e estabilidade,
baixo custo e disponibilidade de adjuvantes,
marketing de produtos que contém bioinocu-
lantes e interacdo entre pesquisa e industria.
Prosseguir com sucesso, do laboratério a escala
industrial, sequido de seu uso no campo, é um
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dos principais desafios atuais para o uso dos
bioprodutos. Nem sempre os resultados pro-
missores obtidos em bancadas sao reproduzi-
dos no campo, em razao da alta complexidade
das interacOes inoculante-planta e inoculante-
-microbiota do solo.

Como parte do futuro dos bioinoculantes, a pes-
quisa deve se concentrar na otimizacao das con-
di¢des de crescimento e no aumento da vida util
da formulagdo com microrganismos, na auséncia
de fitotoxicidade para as plantas, no aumento da
tolerancia a condi¢bes ambientais severas, no
aumento da producao de safras e na rentabilida-
de para os agricultores (Tabassum et al., 2017).
A maioria dessas condices é observada em pro-
dutos a base de Bacillus, que apresentam grande
potencial para serem utilizados em sistemas in-
tegrados de producdo agricola, o que justifica a
selecdo e a caracterizacao de novas cepas.

Numerosas espécies do género Bacillus sp. sao
conhecidas por aumentar a solubilizacdo de fos-
fatos e facilitar sua mobilizagdo no solo. Bacillus
é um dos principais microrganismos envolvidos
na geracdo de produtos biotecnoldgicos para a
agricultura, representando o grupo mais impor-
tante para uso no controle biol6gico na forma
de inseticidas, fungicidas, bactericidas, nemati-
cidas, bem como estimulantes de tolerancia ao
estresse e promotores do crescimento vegetal.
Entre os agentes de biocontrole bacteriano, as
espécies de Bacillus respondem por mais de
50% dos produtos comercializados, e Bacillus
thuringiensis contribui com mais de 70% desse
mercado (Ongena; Jacques, 2008). Isso se deve
as diferentes propriedades desse grupo de bac-
térias, incluindo a capacidade de formar endés-
poros, permitindo que se adaptem a condicoes
abidticas extremas, como temperatura, pH, ra-
diacao, dessecacao, luz ultravioleta ou exposi-
¢ao a pesticidas (Bahadir et al., 2018). Além dis-
50, 0s enddsporos permitem maior resisténcia
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dos produtos de estoque, aumentando a vida
util dos produtos a base de Bacillus.

BiomaPhos - exemplo
de um caso de sucesso

Levando em consideragao tudo isso, a equipe de
microbiologia da Embrapa Milho e Sorgo vem
pesquisando e selecionando, ha quase 20 anos,
microrganismos solubilizadores de diversos tipos
de fosfatos com foco no género Bacillus. Resul-
tados desses anos de pesquisa culminaram no
desenvolvimento do produto BiomaPhos (Oli-
veira et al.,, 2009, 2020; Gomes et al., 2014; Abreu
etal.,, 2017; Ribeiro et al., 2018; Sousa et al., 2020),
que contém as cepas B. subtilis (CNPMS B2084) e
B. megaterium (CNPMS B119). Esse produto foi
langado em 2019, pela Embrapa Milho e Sorgo,
em parceria com a empresa Bioma', que o re-
gistrou no Ministério da Agricultura e Pecudria
(Mapa) e iniciou, no Brasil, a comercializacao do
BiomaPhos como inoculante para solubilizacdo
de fosfato. Em 2021, a Bioma obteve o registro
do produto BiomaPhos Soja, com valida¢ao agro-
némica para essa cultura. Em mais um avanco,
também no ano de 2021, foi obtido registro do
BiomaPHOS que continha as cepas de Bacillus
com a expansao de uso no Mapa para a cultura
da cana-de-agucar, cujo nome de comercial é So-
lubPhos Cana.

Trata-se de um inoculante liquido recomen-
dado para o tratamento de sementes ou para
aplicacao no sulco de semeadura. O mecanismo
de acao do produto consiste no fato de que as
bactérias presentes se associam a planta desde
o inicio da formacdo da raiz. Com isso, elas se
multiplicam e colonizam a rizosfera da planta,
além de produzirem acidos organicos que solu-
bilizam o P presente na por¢ao do solo em con-
tato com as raizes da planta (rizosfera), tornan-
do-o prontamente disponivel para a absor¢ao e

! Disponivel em: www.bioma.ind.br

assimilacao da cultura. Além disso, o BiomaPhos
atua na mineralizacao do P presente na matéria
organica do solo (fitato) e contribui para o supri-
mento de P as plantas.

Para que fossem selecionadas cepas de MSP
adaptadas as condi¢bes agricolas do Pais e hou-
vesse sucesso no estabelecimento dessas cepas
em lavouras comerciais, inicialmente foram
isolados cerca de 300 microrganismos de solo
rizosférico de milho (em cinco regides agricolas
no Brasil) predominantemente cultivado em su-
cessao com soja e feijao (Oliveira et al., 2009).
Posteriormente, cerca de 150 microrganismos
endofiticos foram isolados da raiz, do colmo e
da folha de milho, também provenientes de
amostras de varias regides agricolas do Pais
(Abreu et al., 2017; Ribeiro et al., 2018).

Durante as varias etapas de selecao em escala
de bancada, foram constatadas outras carac-
teristicas de promocao de crescimento, como
a capacidade de produzir acido indol-acético
(AIA), formar biofilme, produzir siderdforos,
exopolissacarideos, enzimas fosfatases e fitases,
bem como a capacidade de confirmar o poten-
cial de solubilizacdo de diversos tipos de fosfa-
tos, como os fosfatos de rocha e de ferro, além
de mineralizar P organico.

Concomitantemente, foram realizados estudos
de validacao com plantas de milheto em solo
adubado com fosfato convencional e fosfato de
rocha Araxa e Itafés, em condi¢des controladas.
Nesses estudos, a inoculagao das cepas CNPMS
B2084 e CNPMS B119 separadamente promoveu
ganho de biomassa de parte aérea e raiz e acu-
mulo de P, entre outros nutrientes, nos tecidos
(Oliveira et al., 2013; Ribeiro et al., 2018). Quando
inoculadas em plantulas de milho cultivadas em
sistema hidropdnico, as mesmas cepas estimula-
ram incremento de area de superficie do sistema
radicular, massa seca, acimulo de nutrientes e
aumento de raizes mais finas (Sousa et al., 2020),


http://www.bioma.ind.br

402

além do indicativo de tolerancia ao estresse hidri-
co induzido (Velloso et al., 2020).

Em condicbes de campo, os resultados mostra-
ram que quando o milho foi inoculado com as
cepas CNPMS B2084 e CNPMS B119, houve in-
cremento significativo de 12% na producao, en-
quanto a inoculacdo com a cepa CNPMS B119
melhorou 0 acimulo de P do grao em 21%, em
comparagao com o controle nao inoculado. Além
disso, as plantas inoculadas com essas cepas mos-
traram um aumento em torno de 24% no teor de
P nos graos, em comparacao com o controle nao
inoculado (Oliveira et al., 2020; Sousa et al., 2020).

Em termos de ganhos em sacas de milho, os
resultados de campo em quatro safras agrico-
las e dois locais, em experimentos conduzidos
pela Embrapa Milho e Sorgo, também apontam
que é possivel um aumento médio superior a
7 sacas por hectare por meio da combinacgao
do inoculante contendo MSP e uma proporcao
adequada de fertilizantes fosfatados (Oliveira
et al., 2020). Em uma dessas avaliacbes, apds
3 anos de cultivo no estado de Goias, esse ganho
chegou a 16,5 sacas por hectare com a inocula-
¢ao da cepa CNPMS B2084 em area de solo com
fertilidade construida e sem adicao do adubo
fosfatado. Na drea que recebeu adubacdo com
o superfosfato triplo, onde ocorreu a inoculagao
da cepa CNPMS B119, o ganho foi de 34,5 sacas
em relagao ao tratamento controle, sem inocu-
lacdo (Sousa et al., 2020).

0 aumento do acimulo de P nos graos também
foi positivo com a inoculagao da cepa CNPMS B119
em diferentes anos agricolas. Esses resultados em
conjunto demonstram o potencial dessas cepas
de aumentar a producdo e proporcionar maior
teor de P nos graos. Tudo isso possivelmente esta
associado a maior aquisicao desse elemento nos
estagios iniciais de crescimento, pelo aumento
do sistema radicular e pela acdo de solubilizagao
localizada na rizosfera, proporcionando maior efi-
ciéncia de absor¢dao do adubo fosfatado e de for-

Inovagao e desenvolvimento em cana-de-ac¢Ucar: manejo, nutricao,

bioinsumos, recomendacgao de corretivos e fertilizantes

mas nao disponiveis desse elemento na rizosfera
(Oliveira et al., 2020; Sousa et al., 2020). A aquisicao
de P (acumulo na planta) tem sido relatada como
mais importante que o teor de P disponivel no solo
para o crescimento das raizes e o rendimento de
graos (Mahanta et al., 2018).

Nas avaliacdes finais de validacao, nas quais foi
utilizada a formulagao do inoculante comercial
BiomaPhos com as duas cepas em mistura, des-
tacaram-se os resultados dos ensaios realizados
em Palotina, PR, e em Santa Maria, RS, onde
ocorreram ganhos de 16 e 17 sacas a mais de
milho em relacdao ao controle ndo inoculado,
respectivamente (Oliveira et al., 2020). A ino-
culagdao do BiomaPhos levou ao aumento sig-
nificativo da produtividade de graos em milho
(ganho médio de 8,9%) nos seguintes estados:
Parana, Bahia, Rio Grande do Sul, Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso e Goias (Oliveira et al., 2020).
Em geral, os testes foram realizados em lavouras
de produtores nessas cinco regioes no Pais, em
areas de, no minimo, 20 ha, com e sem a ino-
culagao do BiomaPhos, e as adubag¢des com P
foram aplicadas conforme recomendacao local.

Desde o lancamento do inoculante BiomaPhos,
resultados positivos vém sendo relatados pelos
produtores em todo o Brasil. Em 2019, foi uti-
lizado em cerca de 350 mil hectares de milho e
de soja, principalmente, e na safra 2020/2021
em 1,5 milhdo de hectares. Atualmente, o ino-
culante ja foi avaliado em mais de 500 éreas co-
merciais de 15 estados em lavoura de milho e
de soja e encontra-se em expansdo de uso com
novos registros para outras culturas, incluindo
a cana-de-acucar. Nessas regides avaliadas, os
ganhos médios, considerando safra e safrinha de
2019/2020, estao em torno de 11 sacas por hec-
tare para milho e 5 sacas por hectare para soja.
A analise de numerosos experimentos realizados
pela empresa parceira e o relato de produtores
tém mostrado que os ganhos de produtividade
com a aplicacdo do inoculante variam conforme
os locais e tipos de solo. Além disso, o acesso as
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reservas de P no solo e a redu¢do da adubacdo
fosfatada com o uso do inoculante necessitam
ser avaliados com critério para o melhor posicio-
namento do produto de acordo com a adubagao
e o tipo de solo, otimizando seu uso para diversas
culturas em diferentes regides do Brasil.

Em dreas experimentais da Embrapa Agricultu-
ra Digital localizadas em usinas e areas da Co-
placana, foi avaliada a eficacia do inoculante
liquido comercial SolubPhos Cana na cultura da
cana-de-acucar, em sistema de producao similar
ao manejo comercial empregado em canaviais
destinados a producao de agucar, etanol e bio-
massa (Cancado et al., 2021). Os resultados in-
dicaram que as doses crescentes do inoculante
liquido SolubPhos Cana, variando de 250 mL ha™
até 1L ha'', foram capazes de promover de forma
crescente, 0 aumento em toneladas de cana por
hectare (TCH) e toneladas de agucar por hecta-
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re (TAH), mesmo com a metade da dose de P,0;
recomendada, indicando que o inoculante liqui-
do SolubPhos Cana aumenta a disponibilidade
de P para as plantas de cana, o que refletiu de
forma positiva e estatisticamente significativa
nos parametros de produtividade avaliados nas
condi¢des experimentais e nas variedades de ca-
na-de-aglicar empregadas nos experimentos de
campo (Cancado et al., 2021).

Outros produtos comerciais a base de MSP es-
tdo em fase de estudos e avaliacao dentro de
projetos da Embrapa para avaliagao de doses
de fosfato e recomendacédo de uso do produto
BiomaPhos especificamente na cultura da cana-
-de-acucar. Resultados preliminares com a ino-
culacdo no sulco de plantio e aplicacdo no corte
da cana- soca, no estado de Sao Paulo, indicam
um aumento da biomassa e arranque superior
da cultura (Figura 11.1).

Figura 11.1.Soqueira de cana-de-agticar 60 dias ap6s inoculacao com BiomaPhos (A2) e controle (A1), em Gua-
rani D’Oeste, SP.Muda pré-brotada com 35 dias apds a aplicacdo do BiomaPhos (B2) e controle (B1),em José Bo-
nifacio, SP. Aplicacao do BiomaPhos em cana-soca (C), em Guarani D'Oeste, e plantio de cana com BiomaPhos
(D2) e controle (D1), em Orinditva, SP.

Fotos: Guilherme Medeiros Simbiose
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Consideracoes finais

0 uso de produtos bioldgicos é uma tendéncia
mundial que contribui para a sustentabilidade
dos sistemas agricolas nos aspectos econémi-
cos (precos mais acessiveis), ambientais (redu-
zem contaminacao do meio ambiente e dos
usuarios) e sociais (podem ser utilizados pelos
varios extratos de produtores — da agricultura
familiar a comercial). De acordo com os novos
objetivos da Organizacao das Nacdes Unidas
(ONU), em 2020, ideias sustentaveis e respon-
saveis (responsabilidade com a saude humana,
meio ambiente e com o bem-estar social) sao
funcoes de empresas, entidades de pesquisa e
governo para construcao da seguranca alimen-
tar e do equilibrio ambiental.

Nesse sentido, a Embrapa iniciou uma busca
por microrganismos na biodiversidade brasi-
leira para identificar isolados que permitissem
desenvolver um produto especifico para os
agricultores, utilizando bactérias fixadoras de
N e solubilizadoras de P, as quais funcionassem
bem nas condig¢6es de solo e clima brasileiro.

Apesar de alguma controvérsia sobre a contri-
buicao da FBN em cana-de-agucar, principal-
mente com o argumento de que esse processo
nao garante o suprimento de N para cultivos de
média e alta produtividade (inclusive citando-
-se estudos realizados na Africa do Sul e na Aus-
tralia, que evidenciaram que a FBN ndo é uma
fonte significativa desse nutriente em cana-de-
-acucar, é prudente entender que esse processo
é complementar a uma adequada fertilizacdo
nitrogenada, desde que nao sejam antagonicos.
Contribuic6es significativas da FBN em cana-de-
-aclcar no Brasil foram constatadas e represen-
tam relevantes informacdes para as condigoes
brasileiras, principalmente pela expressiva de-
pendéncia que esse processo tem em relagao as
variedades. Importante ressaltar que, em 2019,
foi registrado no Brasil pela Embrapa o primei-
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ro inoculante comercial para a cultura da cana-
-de-acUcar com a cepa fixadora de nitrogénio
Nitrospirillum amazonense.

E ainda incipiente a questdo da inoculacdo em
campo pelas dificuldades encontradas para
o desenvolvimento de inoculantes eficientes,
principalmente em socarias que rebrotam du-
rante o periodo mais seco do ano, dificultando
a FBN, que é favorecida por condi¢cdes em que
haja suprimento adequado de agua. Nesse sen-
tido, escreve que a FBN é ainda uma questao
aberta para eficientes programas de fertilizacao
nitrogenada. Isso sugere o desenvolvimento de
programas tematicos, como atualmente vem
desenvolvendo a Embrapa, que certamente
devera contribuir consideravelmente para a ge-
racao de informacdo técnica necessaria para o
aprimoramento da FBN em cana-de-agucar.

Quanto ao fésforo, a tecnologia da Embrapa re-
cém-lanc¢ada no produto BiomaPhos e OMSUGO
ECO para a cana-de-acucar, é um exemplo inte-
ressante das diferentes etapas entre o inicio da
pesquisa cientifica e a disponibilizacao do pro-
duto aos agricultores em condices tropicais. Os
resultados positivos no campo, até mesmo em
outras culturas além do milho, como soja, bata-
ta, feijao e cana-de-agucar, chamam a atengao
das industrias produtoras de inoculantes, que
sao fundamentais nas etapas de formulagao,
producao em larga escala, comercializacao do
produto e treinamento dos agricultores. Além
dos ganhos ambientais, é possivel a reducao
dos custos com a adubacdo fosfatada sintética,
tornando o processo ainda mais eficiente. Como
as cepas de Bacillus ndo apresentam especifici-
dade de hospedeiro, abre-se uma perspectiva
de aumento de produtividades e aumento da
eficiéncia de adubacdo em varias culturas ndo
previstas incialmente pela Embrapa e parceiros.

De forma geral, o uso de microrganismos promo-
tores de crescimento da cana-de-agucar pode ain-
da ser otimizado com combinag¢des apropriadas
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de selecao de estirpes, condicoes ambientais e ge-
nétipos de plantas. Nesse sentido, esforcos adicio-
nais devem ser feitos no desenvolvimento de bons
inoculantes comerciais e sistemas de producao
que permitam reduzir a quantidade de fertilizan-
tes quimicos usados para aumentar a fertilidade
do solo e a produtividade dessa cultura.
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