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RESUMO

O cenério mundial aponta para um incremento quantitativo e qualitativo na demanda de
alimentos. Como fatores limitantes ao fornecimento de alimentos, tem-se um quadro
croénico de degradacgéo de solos, bem como baixo acesso a tecnologias e desigualdades
sociais em muitos paises. Para atender a maior demanda sdo necessarios insumos, mas
que devem ser aplicados visando a sustentabilidade dos solos e do planeta, com menor
emissdo de gases de efeito estufa e sem contribuir para a erosdo quimica dos solos. E
um cenario perfeito de incentivo ao uso responsavel de microrganismos como
inoculantes, em biorremediacdo, na bioprospeccdo de novos produtos e processos e
como bioindicadores de qualidade do solo. No papel mais conhecido, de substituicdo
parcial ou total de fertilizantes quimicos, tem-se a contribuicdo excepcional das
bactérias diazotréficas, bem como de micorrizas, microrganismos solubilizadores de
rochas e bactérias promotoras do crescimento de plantas. Grandes avangos no
conhecimento basico, por exemplo, na gendmica e protedmica, sdo discutidos, mas
ainda ndo foram convertidos em produtos tecnologicos. Com a valorizagdo dos estudos
e usos de microrganismos na agricultura e meio ambiente sdo esperados resultados
promissores na proxima década, no conhecimento, em produtos biotecnoldgicos e na
prestacao de servicos para a sociedade.

1. SITUACAO E PERSPECTIVAS DE DEMANDA DE ALIMENTOS E DA
AGRICULTURA MUNDIAL.

As perspectivas para a proxima década sdo de incremento na demanda quantitativa e
qualitativa de alimentos. No primeiro caso, tem-se 0 crescimento da populacdo, de
aproximadamente 3 pessoas/s, € que poderia atingir 10 bilhdes de habitantes que
precisam ser alimentados em 2040 (MA, 2005). Qualitativamente, tem-se um
incremento no produto interno bruto mundial per capita excepcional, de 60% entre 2002
e 2008 (Perry, 2008); com mais recursos, aumenta a demanda de alimentos, bem como a
procura por qualidade. Consequentemente, alimentos precisam ser produzidos,
requerendo insumos agricolas. Mas que tipo de insumos? E em qual quantidade?

Em outro cenario global, desta vez negativo, tem-se que o nimero de pessoas com
caréncia alimentar ainda é elevado, como evidenciado pelo mapa de fome no mundo
(FAOSTAT, 2013). Além disso, a producdo de alimentos encontra severas restrices na
degradacdo acentuada dos ecossistemas, com perdas estimadas em 1 ha/7,6 s
(Greenfacts, 2013). O problema atinge desde paises desenvolvidos, com degradacdo de
solos europeus, salinizacdo de solos na Australia, até os casos de desertificacdo na Asia,
particularmente por erosdo eblica e quimica e a baixa disponibilidade de tecnologia e
concentracdo demografica na Africa e em varios locais da América Latina (UNEP,
2002). Infelizmente, 0 mapa mundial de concentracdo demografica (Fig. 1A) coincide
com o mapa de degradacdo de solos (Fig. 1B) (USDA, 1996; UNEP, 2002; WRSC,
2013), evidenciando que a producdo de alimentos se torna mais critica nos locais mais
necessitados.

X
510



Closing Session Closing conference

(B) Degradacio do Solo
(A) Concentragio demogrifica A T
5 - / ';/ /‘U ; 7
o 4 el
< A -
. s \
.v'.‘ y s o A ‘r :
s S >
R 7N A % 4 Y
o ~ !
GDP per square kilometer {4 -3 q
. B 3 , 7 5 4
$3200- 5000 *‘ 3 . w’ ': )] Muito degradado v
= : Degradado
B $ 60,000 - 162,999 cstav
WESES,, B S vegetasio
1I[1} No Data D

Figura 1. Mapas mundiais de (A) concentracdo demografica e (B) degradacéo de solos, indicando que as
areas com maior demanda de alimentos coincidem com as areas com maior degradacdo de solos.
Adaptado de UNEP (2002), USDA (2011), WRSC (2013).

A perda da biodiversidade em todos 0s ecossistemas terrestres também € outro ponto
critico, e a taxa de extincdo atual é estimada em cerca de mil vezes superior a das eras
fosseis (MA, 2005). Existe, ainda, a grande preocupacdo quanto a emissdo de gases de
efeito estufa, com mensuraveis incrementos nas temperaturas terrestres. Em paises
como os da América do Sul, as maiores emissdes estdo relacionadas a agricultura e a
pecudria, sendo agravadas pelo uso de insumos agricolas; na Europa, as emissdes se
devem principalmente a industria, incluindo a sintese dos insumos agricolas (IPCC,
2007).

Pode-se concluir que, apesar de melhorias em varios indices de desenvolvimento, a
fome no mundo continuara, tendo como causa guerras, catastrofes climaticas, falta de
acesso a tecnologias, desigualdade social. Além disso, ha sérios problemas de
sustentabilidade do planeta, com degradacao de solos, mesmo em paises desenvolvidos
(JRC, 2012) e incremento acentuado na emissdo de gases de efeito estufa. Os desafios
sdo grandes e, para enfrenta-los, é necessario desenvolver tecnologias para todos os
tipos de agricultura e agricultores. Os progressos tecnologicos conseguidos nas ultimas
décadas sdo imensos, por exemplo, em memodrias de computadores, telefones,
diagnosticos médicos. Na area da microbiologia também foram obtidos progressos,
desde a identificacdo e 0 armazenamento de microrganismos de colecGes de culturas,
até o desenvolvimento de novos inoculantes.

2. COMO OS MICRORGANISMOS SE ENCAIXAM NAS NOVAS PERSPECTIVAS DA
AGRICULTURA?

2.1. Consumo global de fertilizantes quimicos.

O consumo global de fertilizantes, de 173 milhdes de toneladas de nutrientes em
2010/2011, cresce de maneira acentuada (IFA, 2013); sdo, aproximadamente, 70 kg de
N, 20 kg de P e 15 kg de K por ha (FAOSTAT, 2010). Os maiores consumidores séo a
india, EUA e China (57,7%), a América do Sul e Caribe respondem por 8,6% e a
Europa por 6% (IFA, 2013). O uso de fertilizantes quimicos é critico em paises
importadores, como os da América Latina. Como exemplo, 73% do N, 49% do P e 90%
do K consumidos na agricultura brasileira sdo importados, com precos atrelados ao
dolar (ANDA, 2013). Nesse contexto, mais do que nunca o cenario € propicio ao uso de
microrganismos para a substituicdo, parcial ou total, de fertilizantes quimicos.
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2.2. Fixagdo biologica do nitrogénio.

Os microrganismos ja comecam a desempenhar um papel relevante considerando o
nutriente mais consumido mundialmente, o N, responsavel por 61% do consumo global,
de N-P-K (IFA, 2013). A contribuicdo da fixacdo bioldgica do nitrogénio em varias
culturas € excepcional. Tomando como exemplo o caso da soja (Glycine max), no centro
de origem genética da leguminosa, na China, bem como em paises onde os fertilizantes
nitrogenados sdo subsidiados, como nos EUA, a contribuicdo do processo bioldgico é
baixa. Contudo, a conjuntura econdémica na América do Sul resultou em acdes que
culminaram na selecdo de simbioses capazes de suportar altos rendimentos, de até 6.000
kg/ha, exclusivamente via fixacdo biolégica (Hungria et al., 2006). Técnicas
tradicionais de avaliacdo de estirpes e de selecdo de variantes (uma vez que na América
do Sul ndo existe biodiversidade indigena de simbiontes da soja) mais eficientes e
competitivas resultaram na identificacdo de estirpes elite, capazes de fixar 300 kg N/ha
(Hungria et al., 2006). Certamente por isso constata-se que o Brasil contrasta com os
resultados mundiais, com menor consumo proporcional de fertilizantes nitrogenados.
Historias bem sucedidas também podem ser encontradas com leguminosas nativas ou
com longa historia de naturalizacdo, como é o caso do feijoeiro (Phaseolus vulgaris),
em que dentro da biodiversidade indigena é possivel selecionar estirpes com alta
capacidade de fixacdo biologica e competitividade, importantes propriedades para o seu
uso como inoculantes (Hungria et al., 2000). E interessante observar que, tanto no caso
da soja, como do feijoeiro, mesmo em solos com altas populacbes de rizobios
compativeis, é possivel observar respostas a reinoculagdo anual (Hungria et al., 2003,
2006, 2007), conforme pode ser visualizado na Fig. 2 para a soja.
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Figura 2. Médias de rendimento de soja (kg/ha) de 80 ensaios conduzidos no Brasil, por 15 anos, em
solos previamente inoculados e contendo populagbes naturalizadas elevadas de Bradyrhizobium,
comparando os tratamento ndo inoculado, inoculado padrdo com inoculante turfoso e ndo inoculado
recebendo 200 kg de N/ha, parcelados 50% na semeadura e 50% no florescimento. O incremento médio
foi de 8%.

Taxas excepcionais de fixacdo bioldgica sdo relatadas para varias outras leguminosas de
grdos, adubos verdes, forrageiras, arboreas. Dentre alguns exemplos citados em uma
recente compilacdo realizada por Ormefio-Orrillo et al. (2013), tem-se contribuicbes
méaximas aproximadas de: 200 kg N/ha para o amendoinzeiro (Arachis hypogaea), 280
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kg de N/ha para Centrosema sp., 380 kg de N/ha para Desmodium, 450 kg de N/ha para
soja, 520 kg de N/ha para Lupinus sp.

Avancos excepcionais foram conseguidos no conhecimento bésico sobre as bactérias
fixadoras de nitrogénio nas Ultimas décadas. Desde o primeiro plasmideo simbidtico
sequenciado, de Rhizobium NGR 234 em 1997 (Freiberg et al., 1997), hd hoje mais de
uma centena de genomas completos ou parciais de rizobios. Conhecimentos intrigantes
foram revelados, elementos surpresa como sistemas de secrecdo, transferéncia
horizontal de genes acentuada, auséncia de genes de nodulagdo. Também ha varios
genomas de diazotroficos associativos e endofiticos disponiveis (NCBI, 2013). Mas
esse avango enorme no conhecimento resultou em algum produto de prateleira para o
agricultor? Ou pode resultar? Onde o conhecimento sobre genomas de diazotréficos
pode nos levar?

Independente de genomas cerrados, a introdugdo de genes da hidrogenase em estirpes
Hup™ ja se mostrou possivel. A aplicacdo dessas estirpes em escala comercial, porém,
certamente custaria milhdes de délares em desregulamentacdo em varios paises. Seria
esse o caminho frente & atual conjuntura? Ou seria mais facil buscar estirpes Hup®
dentro da diversidade natural dos solos? Outra perspectiva interessante e buscada por
décadas € a de incorporagdo dos genes de nodulacdo e/ou fixacdo bioldgica do
nitrogénio em ndo leguminosas. Esse é o tema de um projeto recente financiado pela
Fundacéo Bill and Melinda Gates para o John Innes Institute e, mais uma vez, ha grande
expectativa sobre os resultados.

Em relacdo as leguminosas, progressos também foram obtidos e sdo esperados pelo
sequenciamento dos genomas da soja, do feijoeiro e de Lotus japonicus, Medicago
truncatula, Cicer arietinum e Cajanus cajan (Cannon et al., 2009; Schmutz et al., 2010;
Phytozome, 2013; Varshney et al., 2013). Ferramentas importantes para 0
melhoramento e mapeamento de genes estdo sendo definidas a partir desses genomas,
por exemplo, a base de dados Soybase (http://www.soybase.org) para a soja,

Os genomas estruturais de bactérias diazotroficas e leguminosas tém conduzido a varios
estudos de gendmica funcional, também com grandes avancos cientificos. Como
exemplos, tem-se a identificacdo de proteinas relacionadas a alta tolerancia a
temperaturas elevadas de bactérias do grupo Rhizobium tropici (Gomes et al., 2012),
identificacdo de respostas extremamente rapidas de R. tropici a exsudatos da planta
hospedeira (Oliveira et al., 2010) e identificacdo de transcritos de soja em resposta a
inoculagdo com Bradyrhizobium (Carvalho et al., 2013).

2.3. Microrganismos relacionados ao fosforo, solubilizadores de rochas e bactérias
promotoras do crescimento de plantas.

Em relacdo ao nutriente que ocupa a segunda posicdo quantitativa global, o fosforo
(23%) (IFA, 2013), ndo restam davidas sobre a importancia dos fungos micorrizicos.
Contudo, os avancos na pesquisa basica e aplicada ainda ndo foram traduzidos
proporcionalmente em produtos inoculantes. Desse modo, esfor¢os precisam ser
alocados em redes de pesquisa nacionais e internacionais para, finalmente, conseguir ter
uma massa critica de produtos no mercado. E interessante ressaltar, ainda, que 0s
beneficios das micorrizas podem ir muito além do fosforo, incrementando a absorcéo de
agua e outros nutrientes. Além disso, foi constatado que o proprio processo de
sinalizacdo molecular rizébios-leguminosas também envolve sinais micorrizicos (Geurts
and Bisseling, 2002), de modo que a dupla inoculacdo em leguminosas pode resultar em
beneficios as plantas (van der HeijdenandHorton, 2009). E a chamada “tripartite
association” (Bonfante and Anca, 2009), promissora no cendrio de maior eficiéncia de
utilizagdo e substituicdo de fertilizantes quimicos por insumos biolégicos. H4, ainda,
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uma gama enorme de microrganismos solubilizadores de rochas, com énfase em fungos
e leveduras, que aumentam a disponibilidade de fosforo e potassio, mas que também
estédo apenas timidamente representados em produtos no mercado.

Bactérias promotoras do crescimento de planta, dentre elas diazotroficas associativas e
endofiticas, vém sendo usadas em escala crescente e 0s beneficios ja sdo consolidados.
A promocdo do crescimento pode estar relacionada a diversos mecanismos, incluindo a
fixagdo biologica do nitrogénio, producdo de horménios como auxinas, giberelinas e
citocininas, aumento na resisténcia sistémica a patdgenos, entre outros. O exemplo mais
estudado e convertido em produtos globalmente é o do Azospirillum. Em uma revisdo
de trabalhos conduzidos por duas décadas com A. brasilense e A. lipoferum, Okon and
Labandera-Gonzalez (1994) verificaram uma taxa de sucesso de 60 a 70% dos ensaios,
com incrementos de 5 a 30%, estatisticamente significativos, no rendimento de gréos.
Outro exemplo inclui estudos na Argentina, onde na analise de 273 ensaios com trigo
(Triticum aestivum), houve resposta positiva em 76% dos casos; no caso do milho (Zea
mays), na analise de 110 ensaios, 85% foram positivos (Diaz-Zorita and Fernandez
Canigia, 2008). No Brasil, com reducdes de 50% no N-fertilizantes e inoculagdo com A.
brasilense foi possivel observar ganhos no rendimento de trigo superiores a 4000 kg/ha
(Hungria, 2011).

2.4. Microrganismos como bioindicadores de qualidade do solo e metagendmica

Outro grande avango no uso de microrganismos é como bioindicadores de qualidade do
solo. A qualidade do solo foi um conceito langado no inicio da década de 1990, nos
EUA e um solo com qualidade tem que considerar pelo menos trés componentes: o
ambiente, a producdo agropecuaria e 0 bem estar humano. Os indicadores de qualidade
podem ser propriedades, processos ou caracteristicas fisicas, quimicas ou bioldgicas do
solo. Existe hoje uma vasta bibliografia mostrando que os microrganimos podem ser
excelentes bioindicadores da qualidade do solo, auxiliando na defini¢cdo das escolhas
corretas sobre o uso adequado do solo e conseguindo detectar alteragdes muito antes de
qualquer propriedade quimica ou fisica (Kaschuk et al., 2010, 2011). Na prética, essa
metodologia ja estd em uso ndo sé em estudos de avaliacdo da qualidade do solo, mas
também em outras atividades, como para a liberacdo de materiais transgénicos, por
exemplo, no caso da soja transgénica contendo o gene ahas, de tolerancia a herbicidas
do grupo imidazolinona (Souza et al., 2013a).

Avancos ainda maiores vém sendo e certamente serdo obtidos com os estudos de
metagenoma. Em 1998, a pesquisadora norte-americana Jo Handelsman usou pela
primeira vez o termo metagenémica para identificar o uso de técnicas moleculares
independentes de cultivo para a analise do metagenoma total de uma amostra
(Handelsman et al., 1998). Em 15 anos de estudos, foi evidenciado que a metagendémica
tornou possivel determinar a diversidade e a atividade de comunidades, vias
metabdlicas, microrganismos ou genes especificos (Steele and Streit, 2005) e passou a
ser empregada em estudos em ambientes diversos, incluindo solos (Delmont et al.,
2012; Souza et al., 2013b). Embora ainda em fase inicial, existe também o interesse
pela busca de novas biomoléculas nos estudos de metagenémica. Ha, por exemplo,
estudos buscando identificacdo de novos antibidticos e enzimas, como lipases, esterases,
celulases, proteases, amilases e quitinases. A metagendmica também possibilita a
deteccdo mais precisa de classes de microrganismos bioindicadores de qualidade do
solo. Como exemplo, bactérias fixadoras de nitrogénio da ordem Rhizobiales e Archaea
seriam bons indicadores de qualidade do solo, estando relacionadas aos manejos mais
sustentaveis (Souza et al., 2013b).
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2.5 Microrganismos e servigos ecoldgicos.

Existe a preocupacdo mundial com a emissdo de gases de efeito estufa (IPCC, 2007,
EPA, 2013). Para auxiliar na mitigacdo dessas emissfes, 0Ss paises assumiram
compromissos, voluntarios ou ndo. O Brasil, por exemplo, lancou o Plano ABC
(Agricultura de Baixa Emissdo de Carbono) e, dentre as metas estabelecidas, esté a de
adocdo de préaticas agricolas envolvendo a fixagdo bioldgica do nitrogénio, com o
compromisso de aumento de area em 5,5 milhGes de ha e um potencial de mitigacéo de
10 milhdes de toneladas de CO,. Estimativas feitas para o caso do feijoeiro indicam que
as estirpes disponiveis conseguem fornecer nitrogénio para patamares de rendimento de
2.000 kg/ha e, considerando as perspectivas de conjuntura econdmica, a fixacao
bioldgica poderia completar 55% das metas governamentais. No caso da soja, caso nao
fossem utilizados inoculantes, a aplicacdo do N-fertilizantes resultaria em um gasto de
45 milhdes t e-CO; (equivalentes de CO;). Cabe ressaltar que o uso desnecessario de N-
fertilizante para a cultura teria um enorme impacto na emissdao, uma vez que apenas 30
kg de N/ha implicariam em 3,24 milhdes t e-CO, (Tabela 1) (Hungria et al., 2013).

Tabela 1. Cenario de consumo de N-fertilizante e emissdo de gases de efeito estufa frente ao uso da
fixacdo biolégica do nitrogénio com a cultura da soja produzindo 3.000 kg/ha no Brasil. Segundo Hungria
et al. (2013).

Aporte de N-  Aporte total em
fertilizante 24 milhdes de ha

420 kg de | 10 milhdest N 45 milhdes t

e-CO,!

Situacdes

Caso ndo houvesse pesquisa em

fixacdo biologica do nitrogénio | N/ha
no Brasil

Cenario de pressio para a | 30kgN/ha 720.000 t N 3,24 milhdes t
colocagao de 30 kg de N/ha
! Considerando 1 kg de N = 4,5 kg de e-CO,. Devem ser descontados desse valor as emissdes

relacionadas ao uso do inoculante, estimado em 1 dose de 100 mL=8,76x10"° kg de e-CO.,.
2 Estimativa da FAO.

3. DESENVOLVIMENTO DE INOCULANTES.

Os primeiros passos das industrias de inoculantes remontam ao microbiologista
Martinus Willem Beijerinck que isolou, em 1888, bactérias dos nddulos de ervilha
(Pisum sativum) e, em 1890, aos cientistas alemaes Nobbe e Hiltner, que relataram os
efeitos da adicdo de culturas puras de bactérias as sementes no plantio. Pouco depois,
em 1896, Nobbe e Hiltner solicitaram o primeiro pedido de patente para o processo de
inoculacdo. Embora esses estudos tenham sido conduzidos na Europa, a visdo
empresarial dos EUA conduziu a fundacdo da primeira fabrica de inoculantes
microbianos, em 1898 e, a partir de entdo, o uso desses insumos foi generalizado
(Hungria et al., 2005). Embora como enormes progressos em 120 anos de
comercializacdo, comparativamente a ciéncia basica, os avancos em formulagdes de
inoculantes sdo modestos. Ainda hd muito o que fazer, particularmente quando as
comparacdes sao feitas com a formulacdo considerada como padrdo universal, a turfa.
E, mais do que nunca, ha ameacas, particularmente pela baixa compatibilidade com os
varios produtos agrotoxicos usados nas sementes Serdo possiveis inovacdes na area?
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Novas formulagdes a base de nanotecnologia? O mercado atual (100 milhdes de doses
anuais?) e em expansao justificam o investimento em pesquisas na érea.

Outro campo promissor e ainda pouco explorado é o de moléculas envolvidas na
sinalizacdo molecular planta-microrganismos. Como exemplo, fatores Nod de rizobios
purificados sdo ativos em raizes de leguminosas e, em concentragdes muito baixas (na
ordem de pico e nanomolar), induzem muitas das respostas caracteristicas das bactérias
(Gough, 2003). Extratos brutos de bactérias, contendo néo s6 fatores Nod, mas também
exopolissacarideos e hormonios, também podem resultar em incrementos significativos
no rendimento de grdos (Marks et al., 2013). Hoje, somente com algumas dessas
moléculas, € possivel obter nodulos Fix". Quanto falta para conseguir nddulos Fix™? E
interessante observar, ainda, que os efeitos de sinais produzidos por rizébios também
sdo positivos quando adicionados a gramineas, em mecanismos que ainda precisam ser
melhor investigados. Seria 0 uso de moléculas sinais um caminho mais facil a seguir do
que incorporar genes de fixacdo as ndo leguminosas? Ha uma série de questGes
intrigantes que deverdo ser investigadas e respondidas nos proximos anos.

4. CONCLUSOES

A necessidade de produzir mais alimentos e com melhor qualidade demanda maior
aporte de nutrientes. As fontes quimicas encontram sérias restricdes ambientais e
econémicas e, portanto, os proximos anos sao extremamente promissores para a
consolidagdo de pesquisas visando o uso de microrganismos. E necessario, porém,
acelerar a transformacédo dos resultados em produtos biotecnologicos disponiveis aos
agricultores. Avangos notaveis vém sendo obtidos no conhecimento basico, mas ainda
ndo esta claro em como esse conhecimento vai se transformar em produtos ou servigos
para 0s agricultores e para a sociedade. Provavelmente 0 campo com menores avangos
seja o de desenvolvimento de novas formulacGes de inoculantes e existe preméncia para
atender as demandas de facilidade, armazenamento e compatibilidade de inoculantes
com outros produtos utilizados nas smentes. Certamente, pode-se afirmar que uma
década de ouro se aproxima para a microbiologia do solo, com grandes expectativas da
pesquisa, da industria, dos agricultores e da sociedade.
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