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INTRODUCAO

O Brasil é 0 segundo maior produtor mundial de feijao em graos (dry
bean, que compreende varias espécies de feijao), atras apenas daindiaea
frente de Myanmar, Estados Unidos, China e México (FAO, 201 2). Apesar
da elevada producéo, em 2009, o Brasil situava-se como 0 sexto maior
importador de feijao no mundo, com importagoes de 110 mil toneladas que
totalizaram 63 milhdes de dolares (FAO, 2012).
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252 Enderson Petronio de Brito Ferreira et al.

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é a espécie mais cultivada
dentre o género Phaseolus e esta presente na maioria dos sistemas de
producao do Brasil, abrangendo desde os pequenos e médios produtores
rurais, assim como sistemas produtivos de alto rendimento e altamente
tecnificados, conduzidos no segmento da agricultura empresarial. Apesar
de ter ocorrido reducao da area plantada com o feijoeiro nos ultimos 30 anos
no Brasil (Figura 1), a producao total tem aumentado gradativamente,
resultante do aumento da produtividade da cultura, que era de 423 kg ha
em 1981 e passou para 935 kg ha'em 2011 (CONAB, 2012). Esse aumento
de produtividade ocorreu em funcao do desenvolvimento e adogao de
tecnologias, como introducao de novas cultivares e técnicas de manejo da
cultura, dentre outras. Os principais Estados produtores sao Parana, Minas
Gerais, Sao Paulo, Bahia e Goias, que juntos responderam em 2011 por
mais de 61 % da producgao nacional. A produtividade média, considerando
os Estados do Parana, Minas Gerais e Sao Paulo, foi de 1.605 kg ha™,
superando em 72 % a média nacional (CONAB, 2012).
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Figura 1. Area plantada, producao e rendimento de graos da cultura do feijao

no Brasil no periodo de 1981 a 2011.
Fonte: CONAB (2012).
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A fixagao biologica do N, atmosférico (FBN) € um processo realizado
por bactérias pertencentes principalmente, mas nao exclusivamente, a ordem
Rhizobiales. Essas bactérias associadas a plantas hospedeiras, a maioria
da familia Leguminosae (=Fabaceae), formam estruturas especificas
chamadas nédulos, nas quais, por meio do complexo enzimatico da
nitrogenase, ocorre a transformagéo do N, atmosférico em aménia, que €
incorporada em esqueletos de C, transformada em compostos nitrogenados
e transferida para a planta hospedeira (Hungria et al., 1997).

Apesar de se beneficiar da FBN, a inoculac¢ao do feijoeiro comum com
estirpes de rizébio ainda nao apresenta resultados consistentes que permitam
a recomendacao inequivoca dessa técnica para substituicdo de todo o
fertilizante nitrogenado nas condigbes de cultivo no Brasil. Os estudos com
FBN no feijoeiro comum no Brasil tiveram inicio na década de 1960
(Débereiner & Ruschel, 1961; Franco & Débereiner, 1967). Naquele periodo,
muitos trabalhos conduzidos no Pais indicavam pequenas respostas a
inoculacao com rizébio em condi¢cdes de campo, que, desde entdo, vem
sendo associadas a varios fatores, como variabilidade de resposta de
diferentes cultivares a inoculacao (Débereiner & Ruschel, 1961; Peres et
al., 1994), ciclo curto da cultura (Barradas & Hungria, 1989; Boddey et al.,
1996), sensibilidade do inoculante e da prépria simbiose a temperaturas
elevadas e baixa umidade do solo (Peres et al., 1994; Hungria & Vargas,
2000) e presenca nos solos brasileiros de elevada populag¢éo nativa de estirpes
de rizébio capazes de nodular o feijoeiro (Vargas et al., 2000). Entretanto,
grandes avancgos estao sendo obtidos com a selecéo e inoculagao de novas
estirpes de Rhizobium tropici, que sao geneticamente estaveis e mais
tolerantes a estresses ambientais, como alta temperatura e acidez do solo
(Hungria et al., 2000; Mostasso et al., 2002; Hungria et al., 2003b; Pinto et
al., 2007).

O desenvolvimento de cultivares de feijoeiro comum no Brasil tem sido
realizado basicamente por programas publicos de melhoramento genético
da cultura, que, no periodo de 1990 a 2012, foram responsaveis pelo
langamento de cerca de 60 novos materiais, tendo contribuido decisivamente
para o aumento de produtividade da cultura. Nesses programas de
melhoramento, o fornecimento de N é feito por meio de fertilizantes
nitrogenados, de forma que a FBN nunca foi uma caracteristica de grande
interesse para esses programas, resultando em somente cinco linhagens
registradas como de alta capacidade fixadora (Bliss et al., 1989) e somente
uma veio a ser langada como cultivar de alta capacidade de FBN e
produtividade (Henson et al., 1993). Apesar disso, ja existem estudos para
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254 Enderson Petrénio de Brito Ferreira et al.

a busca de informacao sobre gendtipos mais responsivos a FBN (Silva et
al., 2011; Knupp et al., 2011) e que poderao ser usados para o melhoramento
genético da cultura.

O objetivo deste trabalho € apresentar um panorama da pesquisa cientifica
desenvolvida no Brasil voltada a FBN no feijoeiro comum, evidenciando os
principais fatores limitantes ao pleno sucesso da técnica, os avancos obtidos
ao longo dos ultimos anos e as perspectivas de melhoria da eficiéncia da
FBN no feijoeiro comum.

FATORES LIMITANTES PARAA FIXACAO
BIOLOGICA DE NITROGENIO EM FEIJOEIRO
COMUM

Como todo processo biolégico, a FBN requer o suprimento de condigoes
ideais para expressar sua maxima eficiéncia. Uma vez que esse processo
ocorre a partir da interagao entre dois organismos diferentes, a bactéria e a
planta, qualquer fator que provoque redugcao no desempenho tanto do macro
como do microssimbionte ira provocar reducao da eficiéncia do processo.
De forma genérica, esses fatores limitantes a FBN podem ser divididos em
abidticos, dentre os quais: fertilidade do solo, estresse hidrico e elevadas
temperaturas; e bidticos, como a competicao das estirpes de rizébio no
inoculante com populacao nativa do solo.

Fertilidade do solo

Nas regides tropicais € comum a ocorréncia de solos altamente
intemperizados, onde a disponibilidade de nutrientes & usualmente baixa e
a acidez e toxidez por Al** sao elevadas. Sanchez & Logan (1992) estimaram
que, nas regides tropicais e subtropicais da América Latina, 43 % dos solos
possuem baixa reserva de nutrientes; 38 % apresentam alta toxidez por
Al*; e 28 % alta capacidade de adsorcao de P. No Brasil, os Latossolos e
Argissolos ocupam 58,3 % do territério e sao, em geral, solos bastante
intemperizados, com baixa fertilidade natural e em muitos casos com elevada
saturacao por Al** (Embrapa, 2011). Os solos com baixa reserva de nutrientes
apresentam capacidade limitada de suprimento de P, K, Ca e Mg aos cultivos
e sao mais recorrentes nos tropicos Umidos e nas savanas acidas, ocupando
66 e 55 %, respectivamente, da superficie dessas regides (Sanchez & Logan,
1992). Essa situacao € agravada em consequéncia da continua remocgao
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dos nutrientes pelas colheitas sem sua adequada reposi¢ao, uma vez que
elevadas produtividades implicam quantidades expressivas de nutrientes
exportados pelos graos colhidos (Tan et al., 2005).

O estabelecimento e desenvolvimento da simbiose entre leguminosas e
rizébios requerem o adequado suprimento dos nutrientes essenciais e
também Co, Ni e Se (O’'Hara, 2001). As limitacdes no suprimento de P, Ca,
Fe e Mo podem ocorrer com maior frequéncia em cultivos comerciais de
leguminosas, limitando o crescimento vegetal e desenvolvimento e
funcionamento dos nédulos (O’Hara, 2001). Em solos tropicais com carga
variavel, os ions fosfato e molibdato podem ser fortemente adsorvidos nos
coloides de carga positiva em baixo pH, reduzindo-se a disponibilidade de P
e Mo para as plantas.

Leguminosas que dependem da FBN para aquisicao de N apresentam
maior requerimento de P e Mo do que plantas que recebem N mineral, pois
a reducao do N, atmosférico pela nitrogenase € um processo de grande
demanda energeética e, consequentemente, mais P e Mo sao requeridos
para a fixagcao simbidtica do que para o metabolismo vegetal em geral (Parker
& Harris, 1977, Israel, 1987). Consequentemente, sob condi¢des de
suprimento limitado desses nutrientes, os nédulos de feijoeiro comum atuam
como fortes drenos de P e Mo, de forma a garantir adequadas taxas de
fixagao de N, (Brodrick & Giller, 1991; Olivera et al., 2004).

A deficiéncia de P tem impacto negativo na FBN, pois tanto a reducao
do N, atmosfeérico que ocorre nos bacteroides quanto a assimilagao de aménia
em aminoacidos e ureidos, que ocorre na fracao vegetal dos nédulos, sao
processos de intenso consumo de energia (Sa & Israel, 1991). Aredugao na
FBN em leguminosas sob suprimento limitado de P €, em geral, explicada
por diminuigao no crescimento do hospedeiro e, por conseguinte, na demanda
pelo N fixado, no crescimento e funcionamento dos nodulos ou no
crescimento de ambos (Almeida et al., 2000).

O Mo, por sua vez, esta diretamente envolvido no metabolismo de N.
Além de componente da enzima nitrogenase, o Mo € encontrado em quatro
enzimas vegetais que catalisam reacoes redox, dentre essas a nitrato
redutase e xantina dehidrogenase, essa ultima envolvida no metabolismo
de ureidos (Mendel & Hansch, 2002). A deficiéncia de Mo pode ocorrer em
solos muito intemperizados, em consequéncia da erosao do solo, do cultivo
continuo, da reducao dos teores de matéria organica e da adsorcao pelos
coloides do solo, particularmente sob baixo pH (Gupta & Lipsett, 1981).

Outros micronutrientes, como o Fe e o Co, também desempenham
importante papel na simbiose. O Fe participa da composicao da
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leghemoglobina e nitrogenase, na forma de Fe-proteina, sendo indispensavel
para a formagao e o funcionamento dos nddulos (Taiz & Zieger, 2004).
Entretanto, considerando a composi¢ao dos solos brasileiros, a deficiéncia
de Fe é rara. Aimportancia do Co na FBN esta relacionada ao seu papel
como componente da coenzima cobalamida (Taiz & Zieger, 2004), precursora
da leghemoglobina, responsavel pelo transporte de O, em baixas
concentracoes para os nodulos. Os teores totais de Co no solo variam de
10a40ugg’, mas solos acidos podem apresentar concentragoes inferiores
a10pg g’ (Hungria et al., 2007).

Estresse hidrico

Entre os varios estresses abioticos que interferem no funcionamento da
FBN, a deficiéncia hidrica destaca-se pela amplitude territorial de ocorréncia
e pela redugao que pode causar na produtividade das culturas (Mufioz-Perea
etal., 2006). Cerca de 60 % da produgao mundial de feijao vém de regides
com deficiéncia hidrica; na América Latina, 93 % da area de cultivo de feijoeiro
comum nao tém as necessidades hidricas da planta satisfeitas, o que torna
essa deficiéncia a segunda maior causa de reducao da produtividade da
cultura (Singh, 1995). Dessa forma, o fornecimento de agua em quantidade
suficiente para atender a demanda vegetal é fator-chave para o sucesso da
simbiose rizobio-feijoeiro.

A falta de agua influencia também a sobrevivéncia dos rizébios no solo
(Pena-Cabriales & Alexander, 1979), resultando em perda de competitividade
das estirpes inoculadas em relagdo a populagao nativa do solo, que
normalmente apresenta-se adaptada a tal situagao, alterando a infeccao
por meio dos pelos radiculares, causando reducdo do nimero e da massa
de nodulos, inibicao da diferenciagao do bacteroide, alteracao da estrutura
e do funcionamento dos nédulos e, consequentemente, diminuicao do
conteudo de N fixado na parte aérea das plantas (Daniel et al., 2007; Tajini
etal., 2012). Ocorrendo a deficiéncia de agua durante a floragao e enchimento
de vagens, a FBN pode ser reduzida em até 2,2 vezes, comparada as
condigoes otimas para o desenvolvimento da cultura (Calvache & Reichardt,
1996). Dessa forma, mesmo um déficit hidrico moderado pode provocar a
morte prematura dos nodulos funcionais e, em razao do curto ciclo da planta,
nao ha tempo habil para o estabelecimento de novos nédulos com plena
capacidade de fixacao.

Alguns genotipos de feijoeiro comum sao capazes de manter potenciais
de agua na folha mais altos, bem como maior capacidade de recuperacao
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hidrica, além de apresentar resisténcia difusiva estomatica e temperatura
do dossel mais baixas que outros genétipos (Guimaraes et al., 2006). Essas
caracteristicas fisiolégicas sdo importantes para a adaptagao da planta ao
déficit hidrico, podendo resultar em melhor desempenho da FBN. Devi et al.
(2012) identificaram quatro gendtipos de feijoeiro com substancial tolerancia
da FBN a solos com baixa umidade. Além disso, ha evidéncias de grande
variabilidade genética entre cepas de rizobio em resposta ao estresse hidrico
(Rennie & Kemp, 1983a). A inoculagao de estipes de rizobio com alta
expressao da enzima cbb3 oxidase no bacteroide altera o metabolismo de
carboidratos no nédulo durante o estresse hidrico e reduz a sensibilidade do
feijoeiro comum a seca (Talbi et al., 2012). Essas caracteristicas de
tolerancia ao estresse hidrico, tanto em cultivares de feijoeiro comum como
em estirpes de rizobio, podem ser exploradas para aumentar a eficiéncia da
FBN em sistemas de producéo, em que a deficiéncia hidrica pode representar
ameaca ao rendimento da cultura.

Elevadas temperaturas

A temperatura étima para nodulacédo e funcionamento da FBN para a
maioria das leguminosas situa-se entre 20-30 °C. As temperaturas elevadas
podem ter efeito deletério sobre as estirpes de rizébio, alterando sua
competitividade, retardando o inicio da nodulagao e interferindo com a
estrutura, o funcionamento e a eficiéncia dos nédulos (Hungria & Franco,
2003: Mohammadi et al., 2012). As altas temperaturas influenciam nao apenas
a sobrevivéncia do rizobio no solo, diminuindo sua populacao de forma
significativa (Day et al., 1978), mas também interferem em varios aspectos
da simbiose, como a formacao de pelos radiculares, penetracao da bacteéria,
nodulacao e atividade da nitrogenase (Nehra etal., 2007). Portanto, o fator
temperatura apresenta grande importancia para a eficiéncia da FBN em
condicdes tropicais, uma vez que nessas regioes a temperatura do solo nas
camadas mais superficiais pode chegar com frequéncia a 38 °C (Hafeez et
al., 1991). Ressalta-se ainda que a tolerancia da simbiose a altas temperaturas
varia entre espécies de leguminosa; o feijoeiro & considerado bastante
sensivel (Graham, 1981).

Estudos indicam que um choque térmico de 38 °C, com duragao de 5 h
por dia durante trés dias no periodo de floracao, causa diminuicao da FBN
do feijoeiro, mesmo quando as plantas s&o inoculadas com estirpes que
tém capacidade de crescer sob altas temperaturas (40 °C) em meio de
cultura (Mercante, 1993). A exposigao de plantas de feijoeiro a 38 °C durante
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seis dias pode causar a ruptura da membrana peribacteriana dos nédulos,
eliminando totalmente a atividade da nitrogenase (Hernandez-Armenta et
al., 1989). Apos o estresse térmico, a retomada da FBN depende da formagao
de novos nddulos, o que pode levar até sete dias, diminuindo substancialmente
a quantidade de N na planta advindo da FBN (Hungria & Franco, 2003).

Relatos na literatura evidenciam que ha diferencas quanto a tolerancia a
altas temperaturas entre cultivares de feijoeiro (Porch, 2006; Stefanova et
al., 2011) e entre espécies de rizobio que nodulam essa planta (Mercante,
1993; Pinto et al., 1998). A tolerancia a altas temperaturas € um processo
que envolve as diversas vias metabdlicas e a indugao de proteinas especificas
como as de choque térmico (heat-shock proteins - HSPs) (Huang & Xu,
2008). A sintese de HSPs ja foi relatada para estipes de Rhizobium tropici,
tolerantes a altas temperaturas (Michiels et al., 1994; Gomes et al., 2012) e
cultivares de feijoeiro (Simoes-Aradujo et al., 2003). Contudo, o papel dessas
proteinas na tolerancia da simbiose do feijoeiro ainda precisa ser determinado.
Além disso, a utilizacao de novas abordagens para identificar genes envolvidos
com a tolerancia ao estresse, bem como o sequenciamento do genoma do
feijoeiro, abre perspectivas ao entendimento da base genética da resisténcia
para aumentar a adequacao dessa simbiose ao clima tropical.

Incompatibilidade da inoculacao com o tratamento de
sementes

A ocorréncia de doencas € uma das principais causas de redug¢ao da
produtividade do feijoeiro comum, tornando-se necessario, em muitos casos,
o tratamento das sementes com fungicidas. Contudo, os beneficios da
inoculacao de rizébio em sementes de feijoeiro comum podem ser reduzidos
pela toxicidade de alguns fungicidas, alterando a sobrevivéncia da bactéria
(Guene et al., 2003). Esse efeito ja foi descrito para a estirpe CIAT 899
(=SEMIA 4077) de Rhizobium tropici, tanto no momento do contato da
bactéria com os fungicidas quanto 24 h apds esse contato (Araujo & Araujo,
2006).

De forma geral, a maioria dos fungicidas altera negativamente a nodulagao
e o crescimento do feijoeiro (Mercante et al., 2010). As maiores reducoes
na nodulacao, na matéria seca da parte aérea e nos teores foliares de N
ocorreram com a aplicacao dos fungicidas com os principios ativos captan,
carbendazin + thiram, tolylfluanid, thiram e carboxim + thiram, com
diminuicoes entre 77 e 96 % no numero e na massa de nodulos (Mercante
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etal., 2010). No entanto, os fungicidas com os principios ativos fludioxonil e
carbendazin nao alteram a nodulagao, a matéria seca da parte aérea e os
teores foliares de N no feijoeiro comum (Mercante et al., 2010).

Nas condigdoes de plantio em que o tratamento de sementes é
indispensavel, preconizam-se o uso de fungicidas menos toxicos para as
bactérias e o aumento da dose do inoculante microbiano com o intuito de
aumentar o numero de células viaveis, refletindo em maior nodulacao e maior
eficiéncia da FBN. Além disso, tornam-se fundamentais as pesquisas para
obtencao de cultivares de feijoeiro geneticamente resistentes a doengas e
de formas alternativas de manejo fitossanitario como o biocontrole.

Populacao de rizobio nativa do solo

O género Phaseolus tem como centro de origem o continente americano,
tendo sido levado posteriormente para a Europa (Kaplan, 1981). Com base
em tipos de faseolina da semente, estudos indicam a existéncia de duas
areas de domesticacao de P. vulgaris, sendo uma no México e América
Central, que deu origem aos cultivares com sementes pequenas e faseolina
do tipo S; e outra na regiao dos Andes, originando materiais com sementes
maiores e faseolina do tipo T e, possivelmente, dos tipos C, H e A (Gepts et
al., 1986). Outras analises, com base em dados do cloroplasto, isozimas e
polimorfismo de DNA, suportam a domesticacao independentemente do
feijoeiro comum na Mesoameérica e nos Andes (Chacon et al., 2005). Como
no Brasil ocorrem tanto feijoes pequenos como grandes, € provavel que sua
introducao tenha ocorrido por pelo menos duas rotas distintas: a primeira,
envolvendo a introducao de materiais Mesoamericanos, deve ter comecado
no México e seguido para o Caribe e a Venezuela, introduzindo feijoes
pequenos, pretos e mulatinhos; e a segunda, partindo dos Andes,
possibilitando a entrada de feijoes grandes, mas é possivel que alguns desses
cultivares tenham sido introduzidos por imigrantes europeus (Gepts et al.,
1988). Freitas (2006), avaliando amostras arqueologicas do norte de Minas
Gerais, sustenta a hipétese de que o feijoeiro comum cultivado no Brasil &
predominantemente originario das regides mesoamericanas, com pouca
influéncia das regioes andinas.

O conhecimento do processo de domesticacao do feijoeiro comum e a
sua relagao com os estudos taxonémicos das estirpes de rizobio nodulantes
de feijoeiro podem ter importantes implicagdes na eficiéncia agronémica
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dos inoculantes utilizados no Brasil. Acredita-se que a espécie Rhizobium
tropicitenha origem nas regides mesoamericanas e no norte da América do
Sul (Martinez-Romero et al., 1991), enquanto os isolados de R. etli sao
originarios das regides andinas na América do Sul (Aguilar et al., 2004). A
maioria dos isolados de rizobio nodulantes de feijoeiro comum no Brasil
pertencem a espécie R. tropici, principalmente aqueles isolados de regides
produtoras de feijao (Hungria et al., 2000; Grange et al., 2007). Quando sao
utilizadas plantas-isca de feijoeiro de origem mesoamericana, a maioria dos
isolados obtidos dos nédulos sao da espécie R. tropici, o que pode indicar
relativa especificidade dos simbiontes (Mostasso et al., 2002). Essas
evidéncias de possivel coevolugao dos pares simbiontes em ambientes
tropicais, com tendéncia do feijoeiro comum de formar nédulos com estirpes
da espécie R. tropici (Grange et al., 2007), podem restringir & nodulacdo
dos cultivares de feijoeiro a outras espécies de rizobio nos solos brasileiros,
como R. etli(Grange & Hungria, 2004).

Estudos de diversidade de rizébios nativos dos solos do Brasil apontam
para um nivel de diversidade excepcional (Grange & Hungria, 2004; Grange
etal., 2007). Além da espécie R. leguminosarum bv phaseoli (Andrade et
al., 2002), populagoes expressivas de estirpes de R. etli (Grange et al.,
2007) e R. tropici (Straliotto et al., 1999) ocorrem nos solos brasileiros e
nodulam o feijoeiro comum. Embora estirpes de R. etli estejam presentes
em grandes quantidades em solos brasileiros, essas apresentam baixa
capacidade de competi¢ao pelos sitios de infecgao nodular em condigdes
de solos acidos (Grange et al., 2007). Dentre as espécies do género
Rhizobium que nodulam o feijoeiro comum, apenas R. gallicum ainda nao
foi isolada em solos brasileiros (Straliotto et al., 1999; Hungria et al., 2000:
Grange & Hungria, 2004; Grange et al., 2007). Estirpes de outros géneros,
como Ensifer e Mesorhizobium, bem como estirpes sem posi¢ao taxonémica
conhecida, também tém sido isoladas de nossos solos (Grange & Hungria,
2004).

A presenca nos solos brasileiros de estirpes nativas é considerada um
dos principais fatores limitantes ao sucesso da inoculagao do feijoeiro comum
em condig¢oes de campo (Vargas et al., 2000). Em determinadas areas de
cultivo, além de presentes em quantidades elevadas, as populagoes nativas
competem eficientemente pelos sitios de infecgao nodular com as estirpes
introduzidas por meio da inoculagao; contudo, essas apresentam baixa
capacidade fixadora (Vargas et al., 2000). Raramente um solo brasileiro nao
possui populagao nativa de rizébio estabelecida e com grande diversidade
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genética; como exemplo, mesmo apds mais de trés anos sem cultivo de
feijoeiro comum, sdo encontradas no solo populacoes abundantes de rizobios
compativeis com o feijoeiro (Hungria et al., 2000). Excecoes sao encontradas
em situagoes especificas, como em areas inundaveis apds alagamento,
que facilitam as respostas a inoculacao (Vargas et al., 1994), podendo resultar
em incrementos expressivos no rendimento em relagao ao tratamento nao
inoculado (Mendes et al., 1994).

Vargas et al. (2000) observaram que o cultivo sucessivo do feijoeiro comum
numa mesma area favorece o aumento de populacoes nativas de rizobio,
capazes de competir com as estirpes introduzidas por meio da inoculacao.
Em uma area cultivada anteriormente com essa leguminosa, com populagao
de estirpes nativas capazes de nodular o feijoeiro comum superior a
10° células g de solo, o nivel de estabelecimento nos nédulos da estirpe
SEMIA 4077, nos tratamentos em que essa havia sido inoculada, foi de
apenas 3 %; em contrapartida, a porcentagem de ocorréncia de ndédulos
sem reagao aos antissoros especificos foi de 90 %, indicando a grande
participacao de estirpes nativas na nodulagao (Vargas et al., 2000).

Contudo, em solos com populagdes nativas menos elevadas e com boa
diversidade, as estirpes autorizadas para a producao de inoculantes
comerciais no Brasil, as SEMIAs 4077, 4080 e 4088, tém se apresentado
competitivas. Em um ensaio conduzido nos Cerrados, em um solo com 7 x
10? células g de solo, a inoculagao do feijoeiro com a SEMIA 4077 resultou
em 91 % de ocupacgao dos nodulos, que diminuiu gradativamente com a
aplicacao de N mineral (Vargas et al., 2000). No Parana, em solos com
mais de 1 x 10° células g' de solo, a ocupagao dos nédulos do feijoeiro
comum pela SEMIA 4077 foi de 35 % no primeiro ano, subindo para 58 %
com a reinoculacao; pela SEMIA 4080, 35 % no primeiro ano e de 55 %, no
segundo; e pela SEMIA 4088, 25 % no primeiro ano e 52 %, no segundo
(Hungria et al., 2003a). Esses resultados comprovam que é possivel
selecionar estirpes de rizobio que sejam competitivas, mesmo em solos
com altas populacoes nativas dessas bactérias.

Estudos conduzidos em solo arenoso de baixa fertilidade no Estado do
Rio de Janeiro demonstraram que a estirpe SEMIA 4077 foi altamente
competitiva nessas condicoes (Vlassak et al., 1996, 1997); contudo, essa
estirpe apresenta baixa sobrevivéncia no solo, apds cultivos sucessivos do
feijoeiro (Vlassak et al., 1996), o que evidencia a necessidade de reinoculacao
das sementes a cada plantio.
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RECENTES AVANGOS DA FIXAGAO BIOLOGICA DE
NITROGENIO NO FEIJOEIRO COMUM

Identificacao de estirpes de rizébio mais eficientes e
competitivas

Inicialmente, a simbiose com o feijoeiro comum era considerada bastante
restrita, sendo relatado que ocorreria apenas com um grupo de bactérias
classificadas, em 1932, como Rhizobium phaseoli (Fred et al., 1932). Os
avangos obtidos na area de caracterizagao bioquimica e genética conduziram
a reclassificagcao dessas bactérias, apos 50 anos, na espécie Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli (Jordan, 1984). Os novos métodos da biologia
molecular, a abordagem polifasica na taxonomia rizobiana e a coleta de
rizobios em varios locais do mundo, porém, passaram a indicar que essa
leguminosa poderia ser bastante promiscua em suas associagoes
simbidticas e, em 1991, houve a descricao da espécie Rhizobium tropici,
subdividida em dois tipos, A e B, e compreendendo bactérias provavelmente
originadas da América do Sul (Martinez-Romero et al., 1991).
Consecutivamente, com a deteccao de grande variabilidade entre isolados
mexicanos de R. leguminosarum bv. phaseoli, foi definida a nova espécie R.
etli (Segovia et al., 1993). Ja entre estirpes europeias, duas novas espécies
foram definidas, R. gallicum e R. giardinii, essa ultima; entretanto, composta
s6 por isolados inefetivos em fixar N (Amarger et al., 1997).

Posteriormente, foi sugerido que R. leguminosarum bv. phaseolivoltasse
a ser denominado como R. phaseoli (Ramirez-Bahena et al., 2008) e novas
espécies, Herbaspirillum lusitanum (Valverde et al., 2003), R. lusitanum
(Valverde et al., 2006) e R. pisi(Ramirez-Bahena et al., 2008), foram descritas.
Recentemente, as estirpes de R. tropicitipo Aforam redefinidas como a espécie
R. leucaenae, cujas estirpes mantém propriedades de interesse para os
tropicos, como estabilidade genética e tolerancia a estresses ambientais
(Ribeiro et al., 2012). Finalmente, estudos indicam que novas espécies capazes
de nodular o feijoeiro comum existem e ainda estao por ser descritas (Stocco
etal., 2008). Analises de genes simbidticos e nao simbidticos de 15 estirpes
oriundas de programas de selecao de estirpes de quatro Estados brasileiros
(Parana, Mato Grosso do Sul, Goias e Pernambuco) demonstraram que todas
as estirpes se agruparam com R. tropici tipo A ou tipo B, sugerindo que a
selecao de estirpes dessa espécie poderia maximizar a nodulacao e a FBN
em feijoeiro comum (Pinto et al., 2007).
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Dessa forma, pode-se concluir que o feijoeiro comum, que inicialmente
acreditava-se ser bastante restrito em sua simbiose, é provavelmente uma
das leguminosas com maior capacidade de se associar com a grande
diversidade de rizébio do solo. Infelizmente, a maioria das bactérias nativas
que nodula o feijoeiro comum apresenta baixa eficiéncia de fixacao de N,
(Vargas et al., 2000). Isso provavelmente explica varios insucessos em
ensaios de inoculacao; entretanto, aponta para estratégias que podem ser
seguidas para selecionar estirpes mais eficientes e competitivas nessa grande
diversidade de rizobios capazes de nodular o feijoeiro comum.

Uma caracteristica importante do genoma de rizébios microssimbiontes
do feijoeiro comum € a presenca de sequéncias reiteradas de DNA,
detectadas em regides do plasmideo simbiético, pSym, contendo genes
estruturais da nitrogenase, nif, ou genes da nodulagao, nod (Girard et al.,
1991; Segovia et al., 1993). Essas copias sdo normalmente necessarias
para a expressao e efetividade do processo de FBN, mas também
representam sitios de recombinagao, onde ocorrem rearranjos gendmicos,
que podem conduzir a perdas das propriedades simbidticas nessas estirpes
(Girard etal., 1991), constituindo explicagao para a ocorréncia frequente da
perda da habilidade de nodular e fixar N, de diversas estirpes, como ocorreu
com a de R. leguminosarum bv. phaseoli SEMIA 4064, recomendada em
inoculantes comerciais brasileiros até 1994 (Hungria & Araujo, 1995).

Estudos conduzidos com R. tropici, incluindo bactérias agora
reclassificadas como R. leucaenae, evidenciaram que essa espeécie
apresentava maior estabilidade genética do que os demais microssimbiontes
do feijoeiro comum, provavelmente por apresentar uma nica copia do gene
nifH (Martinez-Romero et al., 1991). Pelas estimativas das frequéncias de
rearranjamentos, R. tropici pode ser 100 vezes mais estavel do que, por
exemplo, R. etli e, ao considerar as perdas de plasmideos, a estabilidade
de R. tropicipode ser 1.000 vezes superior a de R. etli. Consequentemente,
ficou decidido na Rede de Laboratérios para Recomendacao, Padronizacao
e Difusao de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola
(RELARE), forum em que a recomendagao de estirpes para o uso em
inoculantes comerciais no Brasil € discutida, realizada em 1994, que 0s
programas brasileiros de selegao de estirpes de rizébio para o feijoeiro
comum deveriam procurar por estirpes mais eficientes e competitivas dentro
da espécie R. tropici, agora também incluindo R. leucaenae (Hungria &
Araujo, 1995). Outras caracteristicas importantes associadas a R. tropici/
R. leucaenae de interesse para a agricultura brasileira sao a tolerancia a
temperaturas elevadas e a acidez do solo (Martinez-Romero et al., 1991:
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Hungria et al., 1997; Hungria & Vargas, 2000; Hungria et al., 2000, 2003b),
além de maior competitividade em solos acidos (Anyango et al., 1995).

Desde a década de 1980, pesquisadores brasileiros tém selecionado
estirpes de rizébio para o feijoeiro comum. A primeira recomendacao de
estirpes para o feijoeiro no Brasil foi realizada em 1985, quando foram
recomendadas as estirpes SEMIA 487, SEMIA 492 (CENA C-05) e SEMIA
4048 (CPAC V-23) (RELARE, 1985). Em experimentos de campo conduzidos
na Embrapa Cerrados em solos de varzea do tipo Gley Humico, com baixa
populacéo nativa de rizobios capazes de nodular o feijoeiro, Mendes et al.
(1994) reportaram ganhos de rendimento de graos com a inoculacao das
estirpes CENA C-05 e CPAC V-23, em relagéo ao tratamento testemunha,
da ordem de 1.077 e 514 kg ha'' com o cultivar Capixaba Precoce e de 663
e 933 kg ha' com o cultivar CNPAF-178, respectivamente. Em 1988, em
razao dos problemas relacionados a instabilidade genética, as estirpes
recomendadas passaram a ser a UMR 1135 (da Universidade de Minnesota,
EUA), denominada SEMIA 4064, e a CIAT 899 (SEMIA 4077), isolada na
Colémbia por Peter H. Graham. A partir de 1994, novos problemas relacionados
a instabilidade genética das estirpes para o feijoeiro comum resultaram em
que a estirpe CIAT 899 (=SEMIA 4077) de R. tropicifosse a Unica utilizada
em inoculantes comerciais a partir daquele ano (Hungria & Araujo, 1995).

A partir de um programa de seleca@o de estirpes nativas dos solos
brasileiros realizado pela Embrapa Soja e pelo Instituto Agronémico do Parana
(IAPAR), e apds varias avaliagdes in vitro, em casa de vegetacao e
principalmente em ensaios de campo, foi obtida a estirpe PRF-81 de R.
tropici, espécie mais estavel geneticamente. Além de eficiente e competitiva,
a estirpe demonstrou ser tolerante as temperaturas elevadas e aacidez e,
em quatro ensaios conduzidos a campo, resultou em ganhos de até 906 kg
ha', em relacao ao controle ndo inoculado, em solos que continham, no
minimo, 10% células g de rizébio nativo de solo (Hungria et al., 2000). O
bom desempenho dessa estirpe foi confirmado em varios ensaios conduzidos
em outros estados do Brasil, o que levou a sua autorizacao, a partir de
2000, para o uso em inoculantes comerciais no Brasil, passando a receber
a denominacgéo de SEMIA 4080 (Hungria et al., 2000). Paralelamente, a
Embrapa Soja e a Embrapa Cerrados fizeram uma busca por estirpes
adaptadas aos Cerrados. Esse programa resultou na identificacao da estirpe
de R. tropiciH 12 (=SEMIA 4088) que, em seis ensaios em campo, resultou
em um incremento médio no rendimento de graos de 437 kg ha' (Mostasso
etal., 2002; Hungria et al., 2003a). A estirpe também passou a ser autorizada
para o uso em inoculantes comerciais em 2004, quando recebeu a
denominacéo oficial de SEMIA 4088 (RELARE, 2005).
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Esses resultados demonstraram que é possivel fazer a selecao de
estirpes mais eficientes e adaptadas as condicdes locais, no caso, ao
ambiente frequentemente estressante dos trépicos. Também se demonstrou
a importancia da condugao de estudos genéticos, que levaram ao
conhecimento de particularidades relacionadas a estabilidade dos genesde
nodulacao e fixagao de N,, viabilizando o uso da estirpe em larga escala
industrial. Desde 1994, quando os inoculantes passaram a veicular somente
R. tropici, nao houve mais relatos de perda da capacidade de nodulacao e
fixacao de N,.

O processo de selecao adotado no Brasil usa técnicas tradicionais e
visa encontrar estirpes dentro da diversidade natural dos solos, portanto,
sem a necessidade de transgenia, o que facilita a aprovacao do uso comercial
dos materiais selecionados. Contudo, &€ um processo laborioso, requerendo
a avaliagcao de centenas de estirpes. Como exemplo, no processo de
identificacao da estirpe SEMIA 4088, menos de 2 % das estirpes avaliadas
foram identificadas como promissoras (Quadro 1). Depois dessa fase de
identificacao, varias outras etapas precisam ser seguidas, com énfase na
verificacao da capacidade competitiva (Hungria et al., 2000). Finalmente,
uma estirpe eficiente e competitiva pode ndo apresentar propriedades
adequadas para a industria, para o crescimento em larga escala em grandes
fermentadores (Hungria et al., 2005).

Quadro 1. Avaliagao da capacidade de fixagao de N, de 105 isolados de rizébio,
obtidos da regiao de Planaltina, DF, em ensaio conduzido em casa de
vegetacao, com plantas de feijoeiro crescidas em substrato estéril e na
auséncia de N mineral

Numero de Grupo de capacidade de
isolado fixacao bioldgica de N,
mg/planta de N
28 0-10
25 10-30
19 30-50
15 50-70
9 70-90
7 90-120
2 >120

Fonte: Mostasso et al. (2002)
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Resultados tém comprovado que as trés estirpes atualmente autorizadas
para a produgao de inoculantes comerciais, SEMIAs 4077, 4080 e 4088,
sao eficientes em fixar N, em varios ecossistemas brasileiros. Mercante et
al. (2006) avaliaram em Dourados, MS, as respostas de quatro cultivares
de feijoeiro comum a diferentes doses de adubagao nitrogenada, em
comparacgao a inoculagao com estirpes comerciais de rizobio. O uso de
inoculante promoveu aumentos significativos no rendimento de graos dos
cultivares avaliados, mesmo no solo contendo populacées elevadas de
rizébios nativos, e as produtividades foram superiores aquelas
correspondentes a aplicacao de doses de até 80 kg ha' de N (Mercante et
al., 2006).

Mesmo em ensaios conduzidos sem irrigacéo, rendimentos elevados
podem ser conseguidos somente com a inoculagdo. Em Planaltina, DF,
considerando tratamentos complementados com 0 a 80 kg ha'' de N em
um solo com baixa populagao de rizébios, a inoculagdo com a SEMIA
4077 resultou em rendimentos médios de 3.444 kg ha'', em comparagao
com 3.196 kg ha'' nos tratamentos nao inoculados (Vargas et al., 2000).
No Parana, altos rendimentos foram alcangados com a inoculagéo das
estirpes SEMIA 4077 e 4080 e sem suplementacao com fertilizantes
nitrogenados, permitindo rendimentos de até 3.425 kg ha™', similares ao
controle nao inoculado, recebendo 60 kg ha' de N (Figura 2) (Hungria et
al., 2000). Bons rendimentos sem irrigacao também foram obtidos em
Londrina e Ponta Grossa com a estirpe SEMIA 4088, de até 2.663 kg ha ",
similares ao controle com N fertilizante (2.771 kg ha') e superiores ao
controle sem inoculac@o e sem N (1.612 kg ha'') (Mostasso et al., 2002;
Hungria et al., 2003a).

Em condigoes irrigadas, o potencial da estirpe SEMIA 4080 foi ainda
maior, conforme demonstrado em um ensaio conduzido em Planaltina,
DF, onde o tratamento nao inoculado produziu 3.254 kg ha' e o com 60
kg ha'' de N resultou em rendimento de 4.454 kg ha'', semelhante aos
4.355 kg ha' obtidos nas plantas inoculadas com a SEMIA 4080 (Mendes
etal., 2004).

Tépicos Ci. Solo, 8:251-291, 2013



Contribuicoes para Melhoria da Eficiéncia da Fixagao Bioldgica de Nitrogénio no ... 267

4000 1
Am
Y o
2 3000 A
> OSEMIA 4080
[}
© 2000 1 mSEMIA 4077
‘é §C-N
‘g oC+N
& 1000 -
0

Ponta Grossa Londrina

Figura 2. Rendimento de feijoeiro comum inoculado com as estirpes
comerciais SEMIA 4077 e SEMIA 4088 e no controle nao inoculado (C),
sem ou com fertilizante nitrogenado (30 kg ha" de N no plantio e 30 kg
ha' de N no florescimento), no segundo ano de reinoculagao, em Ponta
Grossae Londrina, PR.

Fonte: Adaptado de Hungria et al. (2000).

Coinoculacao de rizobio e Azospirillum brasilense

Alguns estudos tém demonstrado que a coinoculagao ou inoculagcao
mista, que consiste na utilizacao de combinagdes de diferentes
microrganismos, pode produzir efeito multiplo que supera os resultados
obtidos com a inoculacdao desses isoladamente. Na cultura do feijoeiro
comum, tem sido demonstrado que a inoculacao combinada de Rhizobium
e Azospirillum pode aumentar a quantidade de N fixado e a produtividade de
graos (Yadegari et al., 2010; Veronezi et al., 2012).

Veronezi et al. (2012) avaliaram o efeito da coinoculacao de diferentes
estirpes de rizébio previamente selecionadas de solos do Mato Grosso do
Sul e a mistura das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense,
promotoras do crescimento vegetal. A resposta a coinoculagao foi bastante
variavel em razao da estirpe de rizobio utilizada. Contudo, a coinoculacao
de isolados de rizobio e as estirpes de A. brasilense favoreceram uma
nodulagao mais abundante nas plantas de feijoeiro comum, quando
comparada as plantas apenas inoculadas com rizobio (Veronezi et al., 2012).
Da mesma forma, Yadegari et al. (2010) verificaram que a coinoculacao de
Rhizobium e Pseudomonas fluorescens resultou em aumento na nodulagao,
na matéria seca da parte aérea, na quantidade de N fixado e na produtividade
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de feijoeiro. No entanto, o crescimento das plantas, os componentes de
producéo e a produtividade de graos de feijoeiro comum nao foram alterados
pela inoculacdo com A. brasilense, quando as sementes nao foram
inoculadas com estirpes selecionadas de rizébio (Gitti et al., 2012).

Uso de bioinsumos (aditivos) para incrementos da
nodulacao e do rendimento de graos

A associagao simbidtica entre estirpes de rizobio e espécies leguminosas
€ um processo complexo, que envolve a expressao de genes simbidticos da
planta hospedeira e do microssimbionte. Nessa simbiose, a formacao de
nodulos radiculares fixadores de N, envolve diversas etapas de “comunicagao”
entre a bactéria e a planta para coordenar a expressao dos genes e 0
desenvolvimento entre macro e microssimbionte, sendo esse processo
controlado, em grande parte, pela troca de sinais entre a bactéria simbionte e
aplanta hospedeira (Stougaard, 2000). Diversos modelos hipotéticos envolvendo
a comunicacao molecular entre os parceiros simbioticos foram apresentados,
especialmente a partir da década de 1980. No modelo mais aceito, a troca
inicial de sinais envolve a ativacao da expressao dos genes da nodulacao dos
rizébios por diferentes compostos produzidos pelas plantas (Peters et al.,
1986; Zaat et al., 1989). Assim, nos estadios iniciais de formagao dos nédulos,
a espécie hospedeira libera sinais (compostos quimicos, como flavonoides e
betainas), que sao percebidos pela bactéria, desencadeando a expressao
coordenada de uma série de genes da nodulacao (nod, nol e noe), referidos
coletivamente como genes nod (Krishnan et al., 1995). Por sua vez, as bactérias
sintetizam compostos conhecidos como fatores da nodulagao (fatores Nod),
que consistem de lipo-quito-oligossacarideos ou oligossacarideos lipoquitinicos.
Os fatores Nod sao responsaveis pelas alteragdes iniciais que ocorrem nas
raizes da planta hospedeira, como deformacéo dos pelos radiculares, atenuagéo
das defesas vegetais, inicio da divisao celular no cértex da raiz até a formacao
dos nodulos (Stougaard, 2000).

Os compostos presentes em exsudatos de raizes e sementes de
leguminosas tém sido identificados como substancias indutoras dos genes
da nodulagao, em diferentes sistemas planta-rizébio (Firmin et al., 1986;
Peters etal., 1986; Hungria et al., 1991a,b). As plantas hospedeiras liberam
grupos diferentes de compostos quimicos, que atuam como indutores dos
genes nod de rizobio. Nesse sentido, o espectro de compostos, como
flavonoides, € dependente da espécie de planta (Rolfe, 1988) e do seu estadio
de desenvolvimento (Hartwig et al., 1990). Além disso, foi demonstrado que
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a expressao dos genes nod comuns e especificos do rizébio € fortemente
aumentada pela adicao desses compostos, que sao exsudados pelas plantas
hospedeiras (Peters et al., 1986).

Os compostos fendlicos nos exsudatos de sementes e raizes de
leguminosas consistem de uma mistura de indutores do gene nodfracos e
fortes, além de compostos inibidores e ineficazes (Firmin et al., 1986; Peters
etal., 1986; Hartwig et al., 1990; Hungria et al., 1992). O feijoeiro libera um
numero particularmente grande de compostos fendlicos ativos das sementes
(Hungria et al., 1991a), assim como um grupo estruturalmente diferente de
moléculas indutoras dos genes nod em exsudatos radiculares (Hungria et
al., 1991b). Entre os compostos presentes nos exsudatos de sementes de
feijoeiro capazes de induzir os genes nod de estirpes de R. leguminosarum
bv. phaseoli, Hungria et al. (1991a) identificaram antocianidinas (delfinidina,
petunidina e malvidina) e flavonoides (miricetina e canferol). Nos exsudatos
radiculares, eriodicitol, naringenina e genisteina causaram a principal indugéo
(Hungria etal., 1991D).

O entendimento dos fatores envolvidos na troca de sinais moleculares
entre estirpes de rizobio e plantas hospedeiras tem proporcionado
modificacbes nas suas interacdes, visando ao aumento do desempenho
simbidtico (Mercante et al., 2002). Resultados experimentais tém
demonstrado a possibilidade de se obterem incrementos na nodulagao de
diversas leguminosas, por meio de efeito sinergistico entre os compostos
indutores dos genes da nodulagdo (nod, nol e noe) das bactérias. Esses
indutores encontram-se nos exsudatos de sementes e raizes de espécies
leguminosas hospedeiras e, até mesmo, de ndo hospedeiras, em
concentracoes variadas. Estudos conduzidos em casa de vegetagao
evidenciaram incrementos na nodulagao inicial do feijoeiro, quando exsudatos
de sementes de leguminosas arbéreas, como Mimosa flocculosa e Leucaena
leucocephala, que foram adicionados ao inoculante rizobiano (Mercante &
Franco, 2000). Em condicdes de campo, Mercante et al. (2012) verificaram
que a adi¢ao dos exsudatos de sementes de M. flocculosa ao inoculante
com diferentes estirpes de rizobio aumentou o rendimento de graos em
todos os tratamentos avaliados (Figura 3).

Compatibilidade com a adubacao nitrogenada

Elevados teores de N no solo, ou fertilizantes nitrogenados em excesso,
frequentemente limitam o potencial de nodulagéo e a FBN do feijoeiro comum
(Westermann et al., 1981; Rennie & Kemp, 1983b). De maneira geral, o N
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mineral altera, em diferentes magnitudes, a interacao rizobio-leguminosa,
como o controle da producao de flavonoides pela planta e a adesao da bactéria
as raizes, além de influéncias no nivel de infeccao, desenvolvimento nodular
e atividade da nitrogenase (Streeter, 1988).
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Figura 3. Rendimento de graos de feijoeiro comum, sob diferentes fontes de
N, na presenca e auséncia de exsudatos de sementes de Mimosa
flocculosa. T: Tratamento- controle (sem N e sem inoculacao), TN:
Testemunha nitrogenada (80 kg ha' de N, 50 % na semeadura e 50 % em
cobertura), CIAT 899 e PRF 81: estirpes de Rhizobium tropici
recomendadas para producao de inoculante comercial, CLA1: estirpe
de Burkholderia phenoliruptrix e CPAO: estirpes de rizébio obtidas de
solos de Mato Grosso do Sul. *Indica diferenca significativa entre
exsudatos (p<0,05), dentro de cada fonte de N.

Fonte: Adaptado de Mercante et al. (2012).

Contudo, os mecanismos pelos quais o N combinado limita a nodulacao
ainda nao sao bem conhecidos. Em Rhizobium meliloti e Bradyrhizobium
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japonicum, foi verificado que o efeito inibitério do N combinado na nodulagao
estava relacionado com a inibicao da expressao dos genes nodABC do
rizébio (Wang & Stacey, 1990). Entreanto, a presenga de N mineral no
momento da indugao nao inibiu a expressao dos genes nodABC de estirpes
de R. tropici, R. etlie R. leguminosarum bv. phaseoli, apesar da nodulagao
de dois cultivares de feijoeiro comum terem sido inibidos, mesmo em doses
baixas de N (Mercante et al., 1995). Nesse sentido, resultados experimentais
demonstraram que a nodulacao do feijoeiro, em vasos com solo, nao foi
inibida pelo suprimento de N mineral, quando as plantas foram inoculadas
com determinadas estirpes de rizébio e supridas com exsudatos de sementes
de Mimosa flocculosa e Leucaena leucocephala (Mercante & Franco, 2000).
Além disso, na presenca de um suprimento adequado de nutrientes, a
aplicagao de N estimulou a nodulacao, a atividade da nitrogenase e o
crescimento vegetal, indicando que um balango adequado de nutrientes é
essencial para obtencao de alta FBN no feijoeiro comum (Tsai et al., 1993).

Avaliacoes econdmicas em ensaio conduzido em Dourados, MS,
indicaram que a inoculagdao com a suplementacao de apenas 20 kg ha' de
N propiciou acréscimo na renda liquida equivalente a aplicagao de 160 kg
ha' de N (Pelegrin et al., 2009). Entretanto, ainda sao escassas as
informacgdes sobre ensaios de inoculacao e complementacao com N
fertilizante, inclusive avaliando o comportamento de diferentes gendtipos de
feijoeiro, em particular cultivares modernos com elevados niveis de
produtividade. Contudo, fica evidenciado que altos rendimentos podem ser
obtidos exclusivamente via inoculacao com estirpes elites de rizébio, ou
também com a complementacao com doses mais baixas de N fertilizante
do que as usualmente recomendadas.

Além disso, deve-se considerar que a utilizacao de feijoeiro comum em
sistemas de consoércio e rotagao de culturas com espécies nao fixadoras
de N, é constituida numa prética utilizada em muitas regides do Pais. Nesses
sistemas, o aproveitamento do N disponivel no solo pela espécie nao fixadora
associada pode resultar em beneficios significativos para o desempenho do
sistema de producao.

Desenvolvimento e identificacao de cultivares eficientes
para FBN

Historicamente, os esforcos dos programas de melhoramento do feijoeiro
comum no desenvolvimento de cultivares eficientes em FBN sao muito
modestos. Varios trabalhos relatam grande variabilidade de resposta de
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diferentes cultivares de feijoeiro comum a inoculacao (Dobereiner & Ruschel,
1961; Peres et al., 1994), resultando em grandes diferencas nas taxas de
FBN entre cultivares (Hardarson et al., 1993). Esses fatos nao sao
necessariamente ruins, uma vez que existem evidéncias sobre gendtipos
silvestres de feijoeiro comum altamente responsivos a nodulagao (Ferreira
et al., 2010) e de linhagens com capacidade de produgao de graos sob
inoculacao superior a condicao sob adubagao nitrogenada (Knupp et al.,
2011; Oliveira Junior et al., 2011).

Em uma avaliacao de 720 gendtipos silvestres de feijoeiro comum,
Ferreira et al. (2010) observaram que aproximadamente 19 % dos gendtipos
apresentaram maior numero de nédulos que o cultivar Ouro Negro, que foi
desenvolvido para alta resposta a FBN (Henson et al., 1993), com nimero
de nédulos por planta variando de 58 a 264 (Figura 4a). Ferreira et al. (2010)
observaram também que 31 e 33 % dos gendtipos silvestres apresentaram
maior matéria seca e massa especifica de nédulos, respectivamente, que o
cultivar Ouro Negro (Figura 4b,c), indicando grande potencial desses gendtipos
silvestres como materiais parentais em programas de melhoramento visando
a maior eficiéncia de FBN.

Resultados de ensaios preliminares de linhagens (EPLs) conduzidos em
campo indicam que linhagens melhoradas objetivando outras caracteristicas
agronémicas também apresentam repostas diferenciadas quanto a FBN. Em
ensaio conduzido com 40 linhagens de feijoeiro comum tipo carioca, 18
linhagens apresentaram producao de graos acima de 2.000 kg ha™'; a produgao
de graos dessas linhagens foi maior quando inoculadas, variando de 56 a
79 %, em relacao ao tratamento nitrogenado (Oliveira Junior et al., 2011).

No entanto, a identificacao de cultivares mais eficientes quanto a FBN
dentre aqueles ja disponiveis no mercado pode ser estratégia eficiente para
aumentar a permeabilidade da técnica da FBN entre os produtores em uma
perspectiva de curto em médio prazo. Fageria et al. (2012), em estudo com
15 cultivares de feijoeiro comum, observaram que o maximo actumulo de
matéria seca da parte aérea foi produzido pelo cultivar Diamante Negro,
enguanto o minimo, pelo cultivar BRSMG Talisma, ocorrendo aumento de
17 % no acumulo de matéria seca da parte aérea com a inoculagdo. A
meédia da produgao de graos do tratamento inoculado foi de 9,83 g/planta,
nao diferindo do tratamento inoculado + 50 mg kg’ de N (Fageria et al.,
2012). Em estudo com sete cultivares andinos e sete mesoamericanos,
Franco et al. (2002) observaram que nenhum dos cultivares restringiu a
nodulacao, embora tenham sido verificadas diferencas de até 53 e 103 vezes
no numero e na matéria seca de ndédulos/planta, respectivamente.
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Figura 4. Distribuicao percentual de genadtipos silvestres de feijoeiro comum
em razao de diferentes classes para nimero de nédulos (a), massa
seca de nodulos (b) e massa especifica de nédulos (c). A coluna em
preto indica a classe em que se enquadra o cultivar-padrao (Ouro Negro).
As classes, representadas pelas colunas, sao estatisticamente
diferentes entre si pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05).

Fonte: Adaptado de Ferreira et al. (2010).
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Enriquecimento de sementes com fosforo e molibdénio

As sementes podem constituir uma fonte relevante de nutrientes para o
crescimento e desenvolvimento vegetal (Tyler & Zohlen, 1998). As reservas
das sementes sao particularmente relevantes para o Mo, nutriente que pode
ser armazenado nas sementes em quantidades muitas vezes superiores a
demanda vegetal durante todo ciclo de crescimento, e para o P, cujas
quantidades nas sementes, mesmo que relativamente pequenas em relagao
a demanda vegetal total, podem influenciar no estabelecimento das plantulas
e em seu crescimento posterior (Tyler & Zohlen, 1998; Grant et al., 2001).
Além disto, esse suprimento de P pelas sementes nao esta suscetivel a
adsorcgao pelos coloides do solo e esta prontamente disporivel para o
metabolismo vegetal, 0 que aumentaria seu potencial de estimulagdo ao
crescimento nos estadios iniciais do ciclo (Thomson et al., 1991; Grant et
al., 2001).

Dessa forma, o fornecimento de P e Mo por meio de sementes
enriquecidas pode constituir alternativa técnica para estimular o crescimento
e produtividade dos cultivos, em particular de leguminosas sob condi¢oes
de FBN. Entretanto, o suprimento de P e Mo por meio de sementes, ou a
producao de sementes enriquecidas com esses nutrientes, apresenta
limitages. O incremento do teor de P e Mo em sementes por meio do
aumento da adubacao no solo pode aumentar proibitivamente o custo de
producao, em virtude da forte adsor¢cao desses elementos nos coloides do
solo e da baixa eficiéncia da adubacgao fosfatada. Variando as doses de P
aplicadas ao solo entre 5 e 640 mg kg’ de P, Teixeira et al. (1999) obtiveram
teores de P nas sementes de feijoeiro comum entre 2,6 e 5,5 mg g, ou
seja, 0 aumento de duas vezes no teor de P nas sementes exigiu incrementos
das aplicagoes de P ao solo de mais de 100 vezes.

No entanto, a adubacao foliar constitui-se alternativa para elevar os teores
de nutrientes nas sementes, pois nao acarreta aumentos significativos no
custo de produgao, uma vez que pequenas quantidades de nutrientes sao
necessarias; essas aplicacoes podem ser combinadas com o controle
sanitario. Apos alguns ajustes das doses e épocas de aplicacao foliar, foram
produzidas sementes de feijoeiro comum enriquecidas com P e Mo por
meio de duas aplicacoes foliares com 5 kg ha'' de P e 120 g ha'' de Mo, no
inicio do estadio reprodutivo (Quadro 2). Entretanto, quando o P e o Mo
foram pulverizados simultaneamente, as concentragdes de Mo nas sementes
foram muito inferiores as obtidas quando apenas o Mo foi aplicado (Quadro
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2); isso pode sugerir uma competicao entre o P e Mo durante os processos
de absorgao pelas folhas e transporte para os graos, pois evidéncias indicam
que a absorcao de molibdato em células vegetais ocorre por meio dos
mesmos carreadores de fosfato (Kaiser et al., 2005).

Quadro 2. Teores de P e de Mo em sementes de trés cultivares de feijoeiro
comum, colhidos de plantas que receberam adubacao foliar com P ou
Mo, ou ambos, em duas aplicacoes foliares de 5 kgha'de P e, ou, 120 g
ha' de Mo no estadio reprodutivo

Adubagio foliar _ St —
Carioca Manteigao Rio Tibagi
Teorde P (mgg")
Com P sem Mo 2,55 2,38 2,42
Sem P com Mo 2,92 2,20 2:55
Com P sem Mo 4,09 4,06 511
Com P com Mo 3,60 3,49 4,25
Teor de Mo (ug g”)
Baixo P baixo Mo <05 <05 <0,5
Baixo P alto Mo 13,9 8,8 23,1
Alto P baixo Mo <0,5 <0,5 <0,5
Alto P alto Mo 5,6 7,5 9,4

Concentragoes de Mo abaixo de 0,5 g g* de Mo nao foram detectadas nas analises por espectrometria de plasma.
Fonte: Adaptado de Pacheco et al. (2012).

As primeiras evidéncias experimentais do efeito estimulante de
sementes com alto teor de P na nodulagao de leguminosas foram fornecidas
por Thomson et al. (1991) em tremocgo (Lupinus spp.) e por Teixeira et al.
(1999), em feijoeiro comum. Como o suprimento limitado de P retarda o
desenvolvimento da nodulacao no feijoeiro comum (Aradjo & Teixeira, 2000),
sementes enriquecidas podem fornecer P em estadios iniciais da formacao
e do desenvolvimento dos nddulos (Thomson et al., 1991). Plantas de feijoeiro
comum oriundas de sementes com alto teor de P sao menos responsivas
ao aumento das doses de P aplicada ao solo (Figura 5) (Teixeira et al.,
1999), embora os efeitos do P da semente no estimulo ao crescimento e a
nodulagao do feijoeiro comum se reduzam com o aumento do suprimento
de P no solo (Figura 5) (Araujo et al., 2002).

Os efeitos do Mo da semente sobre o crescimento e a nodulagdo do
feijoeiro comum vém sendo estudados desde a definicao de Jacob-Neto &
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Franco (1986), em que um contetdo de 3,5 ig/semente de Mo é suficiente
para atender a demanda vegetal para o ciclo de cultivo, nivel de suficiéncia
confirmado por Vieira et al. (2011). Plantas de feijoeiro comum oriundas de
sementes com alto teor de Mo apresentam maior acimulo de matéria seca
e de N na parte aérea e maior atividade da nitrogenase nas raizes (Kubota et
al., 2008); maior produgao de graos em solos com baixos teores de N e, na
maior parte das situagoes, essas sementes enriquecidas tornam dispensavel
a aplicacao adicional de Mo para garantir adequados rendimentos (Vieira et
al., 2005, 2011).
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Figura 5. Matéria seca de parte aérea, conteudo de N na parte aérea, matéria
seca de nédulos e numero de nédulos de plantas de feijoeiro comum
originadas de sementes com baixo (0) e alto (W) teor de P, crescidas sob
trés doses de P aplicadas ao solo em experimento de vasos. Valores
por planta, na média de trés cultivares de feijoeiro comum e as barras
verticais representam a diferenca minima significativa (Duncan a5 %) e
comparam teores de P na semente dentro de cada dose de P no solo.

Fonte: Adaptado de Teixeira et al. (1999).
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Avaliando o efeito de sementes de feijoeiro comum enriquecidas
simultaneamente com P e Mo, Chagas et al. (2010) registraram que sementes
com alto teor de P aumentam a contribuicao da FBN em plantas inoculadas
com estirpes comerciais de rizébio. As sementes enriquecidas com Mo
também aumentaram a contribuicao da FBN, mas apenas nas plantas-
controle sem inoculagcao, na menor dose de P aplicada ao solo.

O efeito de sementes de feijoeiro comum enriquecidas com P e Mo
também foi avaliado em experimentos no campo, sob diferentes fontes de N
(Pacheco et al., 2012). Sementes com altos teores de P e Mo aumentaram
a matéria seca de nédulos aos 30 DAE nas plantas inoculadas com rizébio,
em comparagao com os demais teores de nutrientes nas sementes (Figura
6), confirmando, em condi¢des de campo, o estimulo a nodulagao do feijoeiro
comum com consequéncia do enriqguecimento das sementes com P. Para
as plantas inoculadas, as sementes com baixo teor de P e alto de Mo
aumentaram a producao de graos, em comparacao as com baixo teor de P
e baixo de Mo, bem como com alto teor de P e baixo de Mo (Figura 6). Esse
maior efeito das sementes com baixo teor de P e alto de Mo no rendimento
de graos foi atribuido ao seu maior teor de Mo (Quadro 2) (Pacheco et al.,
2012). Em trés experimentos de campo, as sementes enriquecidas com P
e Mo aumentaram o rendimento de graos do feijoeiro comum em 49, 6 e
10 %, em comparagao com as nao enriquecidas, na meédia das diferentes
fontes de N avaliadas; esses aumentos de rendimentos vieram
acompanhados de maior acumulagao de N nos graos, maior numero de
vagens por planta e maior indice de colheita (Pacheco et al., 2012).

Essas evidéncias demonstram que sementes enriquecidas com P e
Mo, associadas a inoculagao com estirpes selecionadas de rizébio, podem
estimular a nodulacao e FBN no feijoeiro comum, assim como aumentar o
crescimento e rendimento de graos, particularmente em condigoes de menor
disponibilidade de P no solo. Entretanto, alguns ajustes tecnicos ainda sao
necessarios para viabilizar a producao de sementes enriquecidas
simultaneamente com P e Mo por meio da adubacao foliar.

Tépicos Ci. Solo, 8:251-291, 2013



278 Enderson Petrénio de Brito Ferreira et al.

80 - Obaixo P baixo Mo
@ baixo P alto Mo
Balto P baixo Mo
60 - malto P alto Mo

Massa de nédulos, mg/planta

40 - m
20 -
0 _—é i
CT IN NM
300 - Obaixo P baixo Mo
@baixo P alto Mo
e 250 1 Bailto P baixo Mo
o m alto P alto Mo
- ]
S 200 A
xLu -
o))
o
o 150 1 ]
wQ
O
<=
8 100 -
o
50 |
0 T T T
CT IN IN+N NM

Figura 6. Matéria seca de nédulos aos 30 dias apos emergéncia e producao
de graos do cultivar Carioca originado de sementes com baixos ou altos
teores de P e Mo, submetidas a quatro fontes de N (CT: controle, IN:
inoculado com rizébice, IN+N: inoculado + 40 kg ha' de N em cobertura,
NM: 20 kg ha' de N no plantio + 40 kg ha” de N em cobertura); médias de
cinco repeticoes. As barras verticais representam a diferenca minima
significativa (Duncan a 5 %) e comparam teores nas sementes dentro
de cada fonte de N.

Fonte: Adaptado de Pacheco et al. (2012).
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Uso de ferramentas moleculares nos estudos da interacao
entre rizébio e feijoeiro

A area de biologia vegetal tem alcancado grandes avancos apds o
sequenciamento completo do genoma de espécies como Arabidopsis thaliana
(AGI, 2000), arroz (Yu et al., 2002) e soja (Schmutz et al., 2010) e diversos
projetos de Gendmica Funcional em espécies de interesse agronémico. A
rapida expansao no campo da gendémica fornece excelente oportunidade
para se avaliar de maneira coordenada e simultanea a expressao e fungcao
de milhares de genes, incluindo os genes relacionados com as etapas do
processo de FBN. Grande numero de genes do feijoeiro comum e do rizébio
envolvidos com a simbiose ja foram identificados (Vercruysse et al., 2011) e,
dependendo da estirpe utilizada para inoculacao, pode haver alteracao no
programa genético da planta ativado durante a simbiose, com a expressao
de determinados genes em interacoes mais eficientes (Meschini et al., 2008).
Entretanto, a repressao de genes como a trealase (PvTRE1) pode provocar
aumento na massa dos nodulos, no numero de bacteroides, nos nédulos e
no teor de trealose (Barraza et al., 2013), tendo impacto positivo na interagao
simbiotica e FBN no feijoeiro comum. Interessantemente, a superexpressao
do gene NF-YC1 teve efeito negativo na formacao dos nédulos em acesso
de feijao Alubia, independentemente da estirpe de R. etliinoculada, sugerindo
que a variagao transcricional e funcional de NF-YC1 ocorre entre acessos
geneticamente distintos de feijoeiro comum, podendo contribuir de forma
positiva ou negativa com o mecanismo de regulacao fina, responsavel pela
formacao dos nédulos na simbiose feijao-R. etli(Mazziotta et al., 2012).

Recentemente, a utilizacao de uma nova geracao de sequenciadores de
DNA tem permitido a obtencao de sequéncias em larga escala. Essa
abordagem tem permitido os estudos de transcriptoma em diversas espécies,
incluindo o feijoeiro comum (Kalavacharla et al., 2011). Certamente, essas
sequéncias podem contribuir na identificacao dos genes mais importes para
aformacao e o desenvolvimento dos nédulos, bem como para o processo
de FBN no feijoeiro comum, além de possibilitar a busca de marcadores
moleculares que possam ser utilizados nos programas de melhoramento
genético da cultura.
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PERSPECTIVAS DE AUMENTO DA EFIQIENCIA DA
FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO EM
FEIJOEIRO COMUM

Nos ultimos anos, diversas estratégias tém sido conduzidas em trabalhos
de pesquisa visando ultrapassar barreiras que contribuem para a ocorréncia
de resultados nao consistentes da inoculagao com rizébio no feijoeiro comum
em condi¢ao de campo, incrementando o potencial simbiético da cultura,
incluindo: selecao de rizébios mais adaptados as condicdes locais, com
foco na estabilidade genética e tolerancia a estresses ambientais (Pinto et
al., 2007); identificacao de germoplasma vegetal mais responsivo a FBN
(Ferreira et al., 2010); compatibilidade da inoculagao de rizébio com
fungicidas no tratamento de sementes (Mercante et al., 2010); novas
formulagGes e novos veiculos de inoculantes microbianos (Fernandes Junior
etal., 2012); uso de bioinsumos (aditivos) para incrementos da nodulacao
(Mercante et al., 2010), além da coinoculacao de microrganismos
multifuncionais, como bactérias promotoras do crescimento vegetal (Yadegari
etal., 2010).

O estadio tecnoldgico alcangado atualmente em relagdo a FBN no
feijoeiro comum, resultante de anos de pesquisa voltados, principalmente, a
selecao de estirpes de rizébio mais eficientes e competitivas, com elevada
estabilidade genética e tolerantes a estresses ambientais, permite a
substituicao, ainda que parcial, do N fertilizante usado na cultura, garantindo
produtividades acima de 2.500 kg ha™'. A sele¢ao de estirpes é um processo-
chave para o sucesso da FBN no feijoeiro comum e, portanto, deve ser feita
de forma continua, visando a identificacdo de rizébios eficientes, em razao
de especificidades locais, associadas as condi¢cdes edafoclimaticas,
cultivares utilizados e particularidades inerentes ao manejo estabelecido no
sistema produtivo. Além disso, as interacdes entre os novos inoculantes,
diferentes gendtipos de plantas e sistemas de producao também necessitam
de investigagao, com o objetivo de gerar informacdes necessarias para
aumentar a consisténcia dos resultados alcangados com a utilizacao da
inoculagao e, consequentemente, o estabelecimento da técnica, estimulando
sua adogao pelo produtor.

Considerando o acimulo de conhecimento e os esforgos empregados
por varias instituicoes de pesquisa e universidades do Pais, é possivel
vislumbrar um cenario mais favoravel a utilizagao da técnica de inoculacao
do feijoeiro comum com bactérias fixadoras de N, nos préximos anos. Nesse
sentido, ha necessidade de continua busca por bactérias mais eficientes,
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identificacao de gendtipos e desenvolvimento de cultivares mais responsivos
a FBN e utilizagao de sistemas de manejo mais conservacionistas. Além
disso, o emprego de novas abordagens, como a metagenémica, aplicadas
ao estudo da diversidade e fungao dos microrganismos do solo, e a genémica
funcional, associadas ao sequenciamento de DNA em larga escala, serao
fundamentais para ampliar o entendimento da complexidade da comunidade
microbiana, bem como a identificagao dos componentes genéticos da planta
e bactéria, importante para efetiva associagao simbidtica em condi¢oes
tropicais. Aampliagdo do entendimento desses mecanismos sera importante
para o desenvolvimento de novos cultivares, novas estirpes e estratégias de
inoculac@o, que possivelmente permitirdo substituir todo o fertilizante
nitrogenado usado na cultura do feijoeiro comum, sem comprometimento
de seu potencial produtivo, resultando em maior sustentabilidade para a
cultura, economia para o produtor e para o Brasil.
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