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Apresentacao

As projecoes sao de que, nos préximos anos, haverd um incremento
substancial no uso de fertilizantes no Brasil para atender a intensifica-
cao da agricultura e a recuperacao de areas degradadas. O mercado
brasileiro de fertilizantes, porém, é fragil e com grande dependéncia das
importacdes. E fundamental, portanto, encontrar alternativas para o uso
mais eficiente dos fertilizantes e, nesse contexto, alguns microrganis-
mos, como as bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, as bacté-
rias promotoras do crescimento de plantas, os fungos micorrizicos, en-
tre outros, podem desempenhar um papel relevante e estratégico para
garantir altas produtividades a baixo custo e com menor dependéncia
de importacao de insumos.

Neste documento “Inoculacdo com Azospirillum brasilense: inovacao em
rendimento a baixo custo” sao relatados os estudos pioneiros que resul-
taram nas primeiras estirpes de Azospirillum autorizadas para a producao
de inoculantes comerciais para gramineas no Brasil. Sdo apresentados
resultados de ensaios com as culturas do milho e do trigo, com inoculacao
com Azospirillum e reducao substancial na aplicacdo de fertilizantes nitro-
genados. Instrucoes sobre cuidados com a compra e o uso de inoculantes
sao detalhados. Novos experimentos estdo em andamento para verificar

a viabilidade de aplicacao da tecnologia em outras gramineas de grande
importancia econbmica e ambiental e espera-se que os resultados aqui



mostrados subsidiem a adocao crescente da tecnologia, gerando economia
para os agricultores e beneficios ambientais para o Pais.

José Renato Boucas Farias
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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Resumo

Existe um interesse crescente pelo uso de inoculantes contendo bac-
térias que promovem o crescimento e incrementam a produtividade de
plantas, devido ao alto custo dos fertilizantes quimicos e a uma cons-
cientizacdao em prol de uma agricultura sustentavel e menos poluente. O
Brasil tem longa tradicao de pesquisa em fixacao biolégica de nitrogénio
por Azospirillum em associacdes com gramineas, mas até recentemente
nao havia inoculantes comerciais com essas bactérias no Pais. A Em-
brapa Soja e a UFPR selecionaram e avaliaram estirpes de Azospirillum
com as culturas do milho (Zea mays L.) e do trigo (Triticum aestivum
L.), seguindo os protocolos da legislacao brasileira. Foram conduzidos
nove ensaios em Londrina e Ponta Grossa, avaliando nove estirpes de
Azospirillum em veiculo turfoso. Foram identificadas quatro estirpes
para cada cultura, que aumentaram a producao de graos do milho em
24% a 30% em relacao ao controle ndo inoculado e, em trigo, em 13%
a 18%. Em uma segunda etapa, oito ensaios avaliaram as estir-

pes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense em veiculo liquido e turfoso e
observou-se um aumento médio na produtividade de milho de 26%

e de 31% na do trigo. Estudos sobre formulacoes e aditivos levaram
ao desenvolvimento de um inoculante liquido comercial da Embrapa
Soja em parceria com a iniciativa privada. Novos ensaios conduzidos
pela Embrapa Soja tém confirmado os beneficios pela inoculacao de
milho e trigo com Azospirillum em patamares mais elevados de rendi-



mento. Pode-se concluir que, no caso do trigo cultivado apés a soja,
a inoculacdo com a aplicacado de 20 kg N ha' permite a obtencéao de
rendimentos de grdos da ordem de 2600 kg ha'. No caso do milho,
a inoculacdo com a aplicacdo de apenas 24 kg ha'resulta em rendi-
mentos da ordem de 3400 kg ha', que sao interessantes economica-
mente no caso de milho safrinha, ou para agricultura familiar.

Com a suplementacéao adicional de 30 kg ha' no florescimento os ren-
dimentos do milho sobem para 7000 kg ha'. Cuidados na compra e no
uso de inoculantes sdo especificados neste documento. Estima-se que
a economia resultante pela inoculacao com Azospirillum possa ser da
ordem de 2 bilhdes de ddlares por ano. Testes de eficiéncia agrondmica
estdo sendo conduzidos com outras gramineas e em co-inoculacdo com
leguminosas.

Palavras-chave: Azospirillum, bactérias promotoras do crescimento de
plantas, fixacdo biolégica do nitrogénio, inoculacdao, milho, nitrogénio,
trigo.



Abstract

Inoculation with Azospirillum brasilense: Innovation in yield
at low cost

Interest in the use of inoculants containing bacteria that promote plant
growth and increase grain yield is likely to increase in the coming years,
due to higher costs of chemical fertilizers, concerns over pollution and
emphasis on sustainable agriculture. Although Brazil has a long tradition
in research in nitrogen fixation in Azospirillum-grass associations, there
were no commercial inoculants available on the market. Therefore,
Embrapa Soja and UFPR selected and evaluated Azospirillum strains for
maize (Zea mays L.) and wheat (Triticum aestivum L.) crops, following
protocols established by the Brazilian legislature. In a first set of nine
trials performed at Londrina and Ponta Grossa, southern Brazil, nine
Azospirillum strains were evaluated as peat-based inoculants. Four elite
strains were identified for each crop. Maize yield was increased by 24
to 30%, in relation to non-inoculated controls, and wheat yield was in-
creased by 13 to 18%. In a second trial set with eight field experiments
in Londrina and Ponta Grossa, liquid and peat-based inoculants carrying
A. brasilense strains Ab-V5 and Ab-V6 increased maize and wheat
yields by 26 and 31%, respectively. Studies with different formulations
and additives led to the development of a commercial liquid inoculant in
a partnership between Embrapa Soja and the private sector. New field
experiments performed by Embrapa Soja have confirmed the benefits of



inoculation of maize and wheat with Azospirillum, resulting increased
grain yields. We may conclude that for the wheat grown after soybean
the inoculation and 20 kg of N ha™' at sowing results in yields of about
2600 kg ha'. For the maize, inoculation and 24 kg of N ha™' at sowing
results in yields of about 3400 kg ha'; this yield may be of interest for
the short season maize and family agriculture. By adding a further sup-
ply of 30 kg N ha' at flowering, maize yield increases to levels of 7000
kg ha'. Advice for buying and using inoculants are specified in this do-
cument. Estimates are that the saving resulting from replacement of N
fertilizers by Azospirillum inoculants could be of US$ 2 billion per year.
Tests of agronomic efficiency are in progress for other grasses and for
co-inoculation with legumes.

Key words: Azospirillum, biological nitrogen fixation, inoculation, maize,
wheat, plant growth promoting bacteria.



Inoculacao com
Azospirillum brasilense:
inovacao em rendimento
a baixo custo

Mariangela Hungria

1. O que sdo bactérias promotoras do crescimento
de plantas?

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) cor-
respondem a um grupo de microrganismos benéficos as plantas
devido a capacidade de colonizar a superficie das raizes, rizosfera,
filosfera e tecidos internos das plantas (Davison, 1988; Kloepper
et al., 1989).

As BPCP podem estimular o crescimento das plantas por diversas
maneiras, sendo as mais relevantes: capacidade de fixacao biolé-
gica de nitrogénio (Huergo et al., 2008); aumento na atividade da
redutase do nitrato quando crescem endofiticamente nas plantas
(Cassan et al., 2008); producdo de horménios como auxinas,
citocininas (Tien et al., 1979), giberilinas (Bottini et al., 1989),
etileno (Strzelczyk et al., 1994) e uma variedade de outras molé-
culas (Perrig et al., 2007); solubilizacao de fosfato (Rodriguez et
al., 2004); e por atuarem como agente de controle biolégico de
patégenos (Correa et al., 2008).

Em geral, acredita-se que as BPCP beneficiam o crescimento
das plantas por uma combinacdo de todos esses mecanismos
(Dobbelaere et al., 2003).
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2. Bactérias do género Azospirillum promovem o
crescimento de plantas?

O género Azospirillum abrange um grupo de BPCP de vida livre que é
encontrado em quase todos os lugares da terra; héa relatos, também,

de que as bactérias desse género podem ser endofiticas facultativas
(Dbbereiner & Pedrosa, 1987; Huergo et al., 2008). A espécie Spirillum
lipoferum foi inicialmente descrita por Beijerinck e, em 1978, foi pro-
posta a sua reclassificacdo como Azospirillum, juntamente com a des-
cricao de duas espécies, Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense
(Tarrand et al., 1978); hoje estao descritas 14 espécies no género.

Bactérias do género Azospirillum ganharam grande destaque mun-
dialmente a partir da década de 1970 (Dobereiner & Day, 1976;
Dobereiner et al., 1976), com a descoberta pela pesquisadora da
Embrapa, Dra. Johanna Ddébereiner (1924-2000), da capacidade de
fixacao bioldgica do nitrogénio dessas bactérias quando em associa-
cao com gramineas. A propriedade de fixar nitrogénio em vida livre
foi responsavel pela mudanca no nome do género Spirillum (Tarrand
et al., 1978), sendo adicionado o prefixo “azo”, alusivo ao nome uti-
lizado por Lavoisier para denominar o elemento nitrogénio. E curioso
mencionar que a palavra “azote” foi dada por Lavoisier por conside-
rar o nitrogénio como um elemento tao inerte que seria “impréprio
para manter a vida”. Hoje, porém, sabe-se que o nitrogénio é a base
de toda a vida do planeta, por ser constituinte fundamental dos &ci-
dos nucleicos, aminoéacidos e proteinas.

3. O que é a fixacao biologica do nitrogénio?
Azospirillum também pode realizar esse processo?
Embora o nitrogénio gasoso (N,) constitua 78% dos gases atmosféri-

cos, nenhum animal ou planta consegue utiliza-lo como nutriente, devido
a tripla ligacdo que existe entre os dois 4tomos do N,, que € uma das
mais fortes de que se tem conhecimento na natureza. Contudo, os gases
atmosféricos também se difundem para o espago poroso do solo e o N,
consegue ser aproveitado por alguns microrganismos (algumas arqueobac-
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térias mas, principalmente, bactérias) que ali habitam, gracas a acao de en-
zima chamada dinitrogenase, que é capaz de romper a tripla ligacéo do N,
e reduzi-lo a amoénia, a mesma forma obtida no processo industrial. Essas
bactérias, também denominadas como diazotroéficas ou fixadoras de N, se
associam a diversas espécies de plantas em diferentes graus de especifici-
dade, levando a classificacdo como bactérias associativas, endofiticas ou
simbidticas (Hungria et al., 2007).

Em termos agricolas, a maior contribuicdo do processo de fixacao
biolégica do N, ocorre pela associacédo simbidtica de plantas da familia
Leguminosae (=Fabaceae) com bactérias pertencentes a diversos géne-
ros e que sdao denominadas, de modo popular e coletivo, como rizébios.
A simbiose com essas bactérias pode ser facilmente identificada, pois
estruturas altamente especializadas, chamadas nédulos, sdao formadas
nas raizes das leguminosas, especificamente para o processo de fixa-
cdo bioldgica. A evolugao da simbiose entre rizébios e leguminosas
data de milhdes de anos, por isso, as taxas mais elevadas de fixacao
biolégica sao verificadas nessa categoria de simbiose. Como exemplo,
no caso da soja (Glycine max (L.) Merr.), taxas superiores a 300 kg de
N ha' ano” sdo observadas no Brasil, conseguindo suprir totalmente as
necessidades da planta (Hungria et al., 2007).

No caso das bactérias endofiticas (ex.: Herbaspirillum seropedicae,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Klebsiella spp., Azoarcus spp.)
ou associativas (ex.: Azospirillum spp., Azotobacter spp.), 0 mesmo
complexo da dinitrogenase realiza a conversdo do N, da atmosfera
em amonia. Contudo, ao contrario das bactérias simbidticas, bacté-
rias associativas excretam somente uma parte do nitrogénio fixado
diretamente para a planta associada; posteriormente, a mineralizacao
das bactérias pode contribuir com aportes adicionais de nitrogénio
para as plantas, contudo, é importante salientar que o processo de
fixacao biolégica por essas bactérias consegue suprir apenas parcial-
mente as necessidades das plantas. Desse modo, deve-se lembrar
que, ao contrario das leguminosas, a inoculacdao de nao-leguminosas
com bactérias endofiticas ou associativas, ainda que essas consigam
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fixar nitrogénio, ndo consegue suprir totalmente as necessidades das
plantas em nitrogénio.

4. Que outros beneficios as plantas sao atribuidos ao
Azospirillum?

Na literatura existem varios trabalhos confirmando que Azospirillum produz
fitohormonios que estimulam o crescimento das raizes de diversas espé-
cies de plantas. Tien et al. (1979), por exemplo, verificaram que os com-
ponentes responsaveis pelo estimulo do crescimento de raizes liberados
por A. brasilense eram o acido indol-acético (AlA), giberilinas e citocininas.

O maior desenvolvimento das raizes pela inoculacdo com Azospirillum
pode implicar em vérios outros efeitos. J& foram relatados incremen-
tos na absorcdo da dgua e minerais, maior tolerancia a estresses como
salinidade e seca, resultando em uma planta mais vigorosa e produtiva
(ex.: Bashan & Holguin, 1997; Dobbelaere et al., 2001; Bashan et al.,
2004). Provavelmente pelo maior crescimento radicular e melhor nutri-
cao das plantas, também hé vérios relatos de maior tolerancia a agen-
tes patogénicos de plantas (Correa et al., 2008).

Em uma revisao recente de trabalhos sobre as respostas fisiolégicas
induzidas por Azospirillum, Barassi et al. (2008) relatam a melhoria em
parametros fotossintéticos das folhas, incluindo o teor de clorofila e
condutancia estomatica, maior teor de prolina na parte aérea e raizes,
melhoria no potencial hidrico, incremento no teor de dgua do apoplas-
to, maior elasticidade da parede celular, maior producao de biomassa,
maior altura de plantas. Bashan et al. (2006) relatam incremento em
varios pigmentos fotossintéticos, tais como clorofila a, b, e pigmentos
fotoprotetivos auxiliares, como violaxantina, zeaxantina, ateroxantina,
luteina, neoxantina e beta-caroteno, que resultariam em plantas mais
verdes e sem estresse hidrico. Também em ensaios conduzidos por
nosso grupo de pesquisa, varias dessas observacoes foram confirmadas
e, como exemplo, na figura 1 podem ser visualizadas a maior producao
de raizes, maior altura de plantas e coloracao mais verde pelo maior
teor de clorofila, resultantes da inoculacao com Azospirillum.
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Figura 1. Efeito da inoculacdo de milho com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum
brasilense no crescimento radicular, coloracao verde e altura das plantas em ensaios

conduzidos a campo.

5. Ha muitos ensaios de inoculacdao com Azospirillum
conduzidos no mundo?

Muitos estudos tém demonstrado que o Azospirillum estimula o cresci-
mento e a produtividade de varias espécies de plantas, sendo muitas delas
com grande relevancia agrondmica e ecoldgica (ex.: Okon & Labandera-
Gonzalez, 1994; Bashan & Holguin, 1997; Bashan et al., 2004).

Em um levantamento de ensaios conduzidos por 20 anos, Okon &
Labandera-Gonzales (1994) relataram que em 60% a 70% dos experi-
mentos foram obtidos incrementos na produtividade devido a inocula-
cdo, com aumentos estatisticamente significativos na ordem de 5% a
30%. Em outro levantamento realizado na Argentina, com 273 ensaios
de inoculacdo com A. brasilense em trigo (Triticum aestivum L.), em
76% dos casos houve aumento médio na produtividade de 256 kg ha™';

17
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em milho (Zea mays L.), 85% dos casos responderam positivamente,
com um aumento médio na produtividade de 472 kg ha™' (Diaz-Zorita &
Fernandez Canigia 2008). Os resultados de outros experimentos condu-
zidos na Argentina e no Brasil nas ultimas décadas foram recentemente
compilados e a grande maioria indica beneficios da inoculacdo com
Azospirillum no crescimento das plantas e/ou no aumento da produtivi-
dade (Cassan & Garcia de Salamone, 2008).

6. Pode existir especificidade de Azospirillum com as
plantas hospedeiras?

Um fator chave para o sucesso da inoculacao com Azospirillum é a
selecao de estirpe(s). Ainda que ndo tenha sido claramente evidenciada
especificidade entre as plantas e as bactérias, ha relatos indicando alguma
afinidade com determinadas espécies (Penot et al., 1992), ou mesmo
cultivares (Wani et al., 1985) de plantas. Como exemplo, foram
demonstradas interacdes com plantas de trigo (Caballero-Mellado et
al., 1992), milho (Garcia de Salamone et al., 1996) e milheto [Pennise-
tum americanum (L.) K. Shum.] (Bouton et al., 1985).

Avaliar e selecionar estirpes para a inoculacdo em culturas especificas
é, portanto, importante no desenvolvimento de tecnologias para produ-
cao de inoculantes com estirpes eficientes de Azospirillum para cereais.

7. E no Brasil, ha muitos estudos basicos e aplicados
com Azospirillum?

Conforme ja comentado, o Brasil possui uma longa tradicao em pesquisa com
Azospirillum (ex: Dobereiner & Day, 1976; Dobereiner et al., 1976) e, hoje,
estd entre as liderancas mundiais em pesquisa basica com essas bactérias.
Varios ensaios a campo também ja foram conduzidos no Pais, contudo,
resultados consistentes e conclusivos sobre a eficiéncia agronémica de
inoculantes contendo Azospirillum nao estavam disponiveis. Consequen-
temente, até recentemente produtos a base de Azospirillum nao estavam
disponiveis no mercado.
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8. Qual foi a pesquisa que resultou no primeiro
inoculante contendo Azospirillum comercializado
no Brasil?

Em 1996, a Embrapa Soja e o grupo da Universidade Federal do Pa-
rana-Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, em Curitiba,
estabeleceram uma parceria, através de projetos de pesquisa finan-
ciados pela Embrapa e pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia para
a realizacao de ensaios de laboratério e testes de eficiéncia agroné-
mica de Azospirillum a campo. Obedecendo a todos os critérios da
legislacdo brasileira para inoculantes estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) foram testadas e se-
lecionadas estirpes de Azospirillum que apresentavam maior sobrevi-
véncia no solo, maior promocéao de crescimento das plantas e maior
adaptacao as tecnologias utilizadas nas culturas do milho e do trigo.

No total, 18 experimentos de campo foram realizados. O primeiro conjunto
compreendeu nove experimentos, sendo cinco conduzidos em trés safras
com milho e quatro conduzidos em duas safras com trigo; nesses experi-
mentos foram avaliados inoculantes turfosos contendo somente uma es-
tirpe de A. brasilense ou A. lipoferum. O segundo conjunto compreendeu
quatro experimentos com milho e quatro com trigo, usando uma combina-
cao de duas estirpes de A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) em inoculante na
formulacao turfosa ou liquida.

Os inoculantes foram preparados para ter uma concentracdo minima de
108 células de Azospirillum g=' de inoculante turfoso ou mL~" de ino-
culante liquido. O inoculante turfoso foi aplicado na dose de 250 g do
inoculante 50 kg~' de sementes, e foram adicionados 300 mL 50 kg™’
de semente de uma solucao agucarada a 10% (p/v) para aumentar a
adesdo do inoculante turfoso nas sementes. O processo de inoculacdo
consistiu da aplicacédo da solucao acucarada sobre as sementes, segui-
da do inoculante turfoso; apds agitar, as sementes foram deixadas para
secar na sombra por 15 minutos. A estimativa tedrica do nimero de
células por semente para o inoculante turfoso foi de 300.000 células
semente' para o milho e de 30.000 células semente’ para o trigo. Para
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o inoculante liquido, a dose aplicada foi de 150 mL 50 kg~" de milho

e 200 mL 50 kg~ de trigo. A estimativa tedrica do nimero de células
por semente para o inoculante liquido foi de 270.000 células semente
para o milho e de 36.000 células semente para o trigo.

Em relacdo ao N fertilizante, foi fornecida somente uma dose inicial de
20 kg de N ha™ para o trigo e de 24 kg de N ha' para o milho. Sempre
foram adicionados controles sem inoculacdo e sem ou com a dose reco-
mendada de N fertilizante para cada cultura.

9. Nessa pesquisa pioneira, quais foram os resultados
encontrados com o trigo?

Considerando a média dos quatro ensaios conduzidos com trigo em Londri-
na e Ponta Grossa, a inoculacdo com Azospirillum resultou em incremento
significativo médio no rendimento de grdaos da ordem de 14% (Tabela 1).

E importante considerar, ainda, que, embora recebendo apenas uma
dose baixa de N fertilizante, 20 kg de N ha', o rendimento médio dos
tratamentos inoculados foi de 2653 kg ha', enquanto que a média na-
cional na safra 2009/10 foi de 2428 kg ha™.

Tabela 1. Efeito da inoculacdo’ com estirpes de Azospirillum no rendimento (kg
de grdos ha') de trigo. Segundo Hungria et al. (2010).

C 2628 b 2366 c 2321 ¢ 2014 c 2332 c

C+N 3193 a 3038 a 2921 a 2524 a 2919 a

Ab-V1 3095 a 2712b 2762 ab 2201 b 2693 ab
Ab-V3 3019 a 2880 a 2322 ¢ 2101ab 2581 bc
Ab-V4 2929 ab 2680 b 2441 bc 2115 bc 2541 bc
Ab-V5 3040 a 2675 a 2883 a 2225 b 2706 ab
Ab-V6 3222 a 2775 b 2771 a 2252 b 2755 ab
Ab-V8 3014 a 2661 b 2662 ab 2238 b 2644 ab

"Tratamentos: C, controle sem inoculacdo + 20 kg N ha' na semeadura; C+N, controle sem inocu-
lacdo + 20 kg N ha' na semeadura + 50 kg N ha no florescimento; inoculacdo com 250 g de
inoculante turfoso 50 kg' semente (108 células g') + 20 kg N ha' na semeadura.

Estatistica: Médias de seis repeticdes e valores seguidos da mesma letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente (p<0,05, Duncan).
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10. E qual foi o efeito da inoculacao do milho com
Azospirillum?

Considerando a inoculacdo do milho com as estirpes Ab, o rendimento
médio dos tratamentos inoculados foi de 3407 kg ha', 24% superior
ao do tratamento controle (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da inoculacdo’ com estirpes de Azospirillum brasilense (Ab) e
Azospirillum lipoferum (Al) no rendimento (kg de grdos ha') de milho. Segundo
Hungria et al. (2010).

C 3186 d 2142 ¢ 2980 e 2423 d 2999 c 2746 c
C+N 4390 a 2677 ab 4540 a 3322 a 4102 a 3806 a
Ab-V1 3665 ¢ 2658 ab 3664 cd 2998 abc 3221 bc 3241b
Ab-V2 3915 bc 2399 bc 3420de 2990 abc 3223 bc 3189b
Ab-V4 4482 a 2356 bc 4120 abc 2890 c 3664 ab 3502 ab
Ab-V5 3543 cd 2975ab 4220 abc 3108 abc 3998 a 3569 ab
Ab-V6 3713 ¢ 2423 bc 4289 ab 3226 ab 4002 a 3531 ab
Ab-V7 3700 c 2350 bc 4106 abc 3119 abc 3763 ab 3408 ab
Al-V1 4460 a 3810 a-d

Al-V2 4244ab 3980 a-d

" Tratamentos: C, controle sem inoculacdo + 24 kg N ha' na semeadura; C+N, controle sem N +
24 kg N ha' na semeadura + 80 kg N ha no florescimento; inoculagdo com 250 g de inoculante
turfoso 50 kg' semente (108 células g') + 24 kg N ha' na semeadura.

Estatistica: Médias de seis repeticdes e valores seguidos da mesma letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente (p<0,05, Duncan).

11. Quais foram as repercussoes desses ensaios com
trigo e milho?

Os resultados apresentados neste estudo resultaram na autori-
zacdo pelo MAPA das estirpes de A. brasilense Ab-V4, Ab-V5,
Ab-V6 e Ab-V7 para a producdo de inoculantes para a cultura do
milho, uma vez que as mesmas resultaram em incrementos no
rendimento de grdos de 662 a 823 kg ha™', ou 24% a 30% em
relacdo ao controle ndo inoculado.
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Para a cultura do trigo, as estirpes Ab-V1, Ab-V5, Ab-V6 e
Ab-V8 foram as mais efetivas, resultando em um incremento

na produtividade de 312 a 423 kg ha™', oude 13% a 18% em
comparacdo com o controle ndo inoculado. Essas estirpes foram
disponibilizadas pela Embrapa Soja e pela UFPR para as indus-
trias de inoculantes, sem custo tecnolégico. As indUstrias tém
optado por produzir inoculantes com as estirpes Ab-V5 + Ab-V6,
por serem eficazes com as culturas do milho e do trigo.

12. E no caso de inoculantes liquidos, quais foram os
resultados obtidos em trigo e milho?

Muitos agricultores dao preferéncia a inoculantes liquidos, pela
facilidade de aplicacao. Desse modo, a Embrapa Soja desen-
volveu uma formulacao liquida que, em uma parceria com a
empresa Total Biotecnologia, foi adaptada para fermentadores
de grande porte. Cada vez mais é dada importancia a parceria
puUblica-privada, permitindo a adaptacado da pesquisa a escala
industrial e, também, que os beneficios cheguem mais pronta-
mente aos agricultores.

Os resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 3, confir-
mando a viabilidade do inoculante liquido, que resultou em incre-
mento médio no rendimento de graos de 26% para o milho e de
31% para o trigo. Os rendimentos médios foram de 3905 kg ha™’
para o milho e de 2656 kg ha' para o trigo.

Os resultados obtidos com o inoculante liquido desenvolvido pela parce-
ria entre Embrapa Soja e a Total Biotecnologia, contendo Azospirillum e
moléculas protetoras para as condicOes tropicais resultou no lancamen-
to, em 2010, de um inoculante. Outras indUstrias estdao desenvolvendo
formulagdes e fazendo testes de eficiéncia agrondmica com as mesmas
estirpes Ab-V5 e Ab-V6.
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Tabela 3. Efeito da inoculacdo’ com Azospirillum Ab-V5 + Ab-V6 em formulacéo
a base de turfa ou liquida no rendimento (kg de grdos ha') de milho e trigo.
Segundo Hungria et al. (2010).

Milho
C 3200c 2980c 2999c 3112b 3073 c
C+N 4970 a 4540a 4102a 4040a 4413a 1340 23,6

Ab-V5 + Ab-V6 4125b 3999b 3600b 3980a 3926b 863 27,8

(turfa)
A,b_\./5 + Ab-V6 4028 b 4102b 3590b 3899a 3905b 832 27,1
(liquido)
Trigo
C 2142b 2012b 2004b 1999b 2039b
C+N 2677 a 2866 a 2324 a 2884 a 2688a 649 31,8

Ab-V5 + Ab-V6
(turfa)

Ab-V5 + Ab-V6
(liquido)

2910a 2777 a 2350 a 2752 a 2687 a 658 32,3
2888 a 2750 a 2345 a 2642 a 2656a 617 30,3

1 Tratamentos: C e inoculacdo, 24 kg N ha-1 na semeadura para o milho e 20 kg N ha-1 para o trigo;
C+N, 20 kg N ha-1 na semeadura e 80 kg N ha-1 para o milho e 560 kg N ha-1 no florescimento;
inoculacdo consistindo de 250 g de inoculante turfoso 50 kg-1 semente; com 2.108 células g-1 ou
de 3.108 células mL-1 do inoculante liquido.

Estatistica: Médias de seis repeticdes e valores seguidos da mesma letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente (p<0,05, Duncan).

13. Os beneficios pela inoculacdo com Azospirillum no
Brasil sao atribuidos a fixacdo biolégica do nitrogénio?
O aumento da produtividade devido a inoculagdao com Azospirillum
nos ensaios conduzidos no Brasil foi correlacionado nao s6 com o
aumento do N, mas também com outros nutrientes, como o P e

K, fato também relatado em outros paises (ex: Bashan & Holguin,
1997; Steenhoudt & Vanderleyden, 2000; Bashan et al., 2004).

Como exemplo, na figura 2 podem ser visualizados os incrementos nos
teores de P e K nos grdos de milho em um dos ensaios conduzidos pela
Embrapa Soja. Desse modo, os beneficios da inoculacdo com Azospirillum
vao além da fixacao biolégica do nitrogénio, razdo pela qual as bactérias
sao classificadas como promotoras do crescimento de plantas.
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Figura 2. Teor de N nas folhas no florescimento (g kg') e teores de N, P e K nos graos (g
kg™') de milho inoculado ou ndo com Azospirillum.

(Tratamentos: C, controle sem inoculacdo + 24 kg N ha' na semeadura; C+N, con-

trole sem N + 24 kg N ha' na semeadura + 80 kg N ha' no florescimento; inocula-

cdo com 250 g de inoculante turfoso 50 kg semente (108 células g') + 24 kg N ha’
na semeadura.

Estatistica: Médias de seis repeticoes e valores seguidos da mesma letra nao diferem

estatisticamente, p<0,05, Duncan).

Modificado de Hungria et al. (2010), considerando apenas alguns tratamentos.

14. Rendimentos elevados de milho podem ser obtidos
via inoculacao com Azospirillum?

Conforme ja comentado, a capacidade de suprimento de N pela ino-
culacao com Azospirillum nao pode ser comparada aquela observada
em leguminosas.

A Embrapa Soja iniciou, entdo, uma série de ensaios visando esta-
belecer patamares de rendimento pela combinacao de inoculacao
com Azospirillum e adicao de fertilizantes nitrogenados.

Na Tabela 4 podem ser visualizados os ganhos no rendimento quan-
do, além da dose de 24 kg N ha' na semeadura, foram fornecidos
30 kg N ha' no florescimento do milho. Rendimentos superiores a
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7000 kg ha' foram obtidos com uma dose correspondente a me-
nos de 50% daquela recomendada para a cultura.

Tabela 4. Efeito da inoculacado’ com Azospirillum no rendimento (kg de graos
ha™) de milho. Segundo Mariangela Hungria (dados n&o publicados)’.

C 2286 h 2822 i 3080 h 2729 h -

C+N 7842 a 8081 a 8004 a 7976 a 5247
Ab-V1 3455 g 3444 h 3005 i 3301 g 572
Ab-V2 39156 f 2399 3330 ¢ 3215 g 486
Ab-V3 3333 h 4881 f 3337 ¢ 3850 f 1121
Ab-V4 7585 b 6886 d 7110d 7194 b 4465
Ab-Vb 7793 a 7012 ¢ 7331 b 7379 b 4650
Ab-V6 7390 ¢ 6111 e 7189 c 6897 c 4168
Ab-V7 6867 e 4333 g 5702 e 5634 e 2905
Al-V2 7211 d 7223 b 7126 d 7187 b 4458
Al-V1 7334 ¢ 7015 ¢ 3980 b 6110 d 3381

" Tratamentos: C sem inoculacdo + 24 kg N ha' na semeadura para o milho e 30 kg N ha” no
florescimento; C+N, controle sem inoculacdo + 24 kg N ha-' na semeadura + 80 kg N ha' no
florescimento; inoculagdo com 250 g de inoculante liquido (108 células mL") do inoculante liquido +
24 kg N ha' na semeadura + 30 kg N ha' no florescimento.

Estatistica: Médias de seis repeticoes e valores seguidos da mesma letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente (p<0,05, Duncan).

15. A partir dos resultados de todos esses ensaios,
qual pode ser a recomendacao para as culturas do
trigo e do milho?

No caso do trigo, os ensaios sempre foram feitos apds a cultura da
soja. Sabe-se que uma soja bem inoculada e fixando N, pode deixar
cerca de 30 kg N ha' para a cultura seguinte (Hungria et al., 2007).
Desse modo, a inoculacao com a aplicacdo de cerca de 20 kg N

ha' permite a obtencdo de rendimentos da ordem de 2600 kg ha™.
Historicamente a cultura do trigo tem apresentado baixo retorno
econdmico ao agricultor. Caso a conjuntura econdmica esteja favora-
vel, a adicao complementar de N deveréa ser estudada. Cabe lembrar,
ainda, que se o trigo for cultivado ap6s o milho a dose complementar
de N fertilizante pode ser maior, uma vez que nao existe a contribuicao
residual da soja.
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No caso do milho, a inoculagcdo com a aplicacdo de apenas 24 kg ha™
na semeadura resulta em rendimentos da ordem de 3400 kg ha', que
sado interessantes economicamente no caso de milho safrinha, ou para
a agricultura familiar. Com a suplementacao adicional de 30 kg ha' no
florescimento é possivel alcancar rendimentos da ordem de 7000 kg
ha' pela inoculacao.

Conforme seré discutido no item 16, outros estudos com doses de N
fertilizante estdo sendo conduzidos pela Embrapa Soja.

16. Existem mais resultados obtidos com diferentes
doses de fertilizante nitrogenado em trigo e milho?

Na safra 2009/10, a Embrapa Soja iniciou uma série de ensaios com
Azospirillum, com recursos da prépria Embrapa, do MCT/CNPq (Ed
692009 CTAgro Nut-Edital MCT/CNPq/CT-Agro n°® 69/2009 - Micror-
ganismos Facilitadores da Nutricdo Vegetal, processo 557746/2009-4)
e da iniciativa privada (Total Biotecnologia). Em relacdo a complemen-
tacdo com N fertilizante, estdo sendo testadas as doses de 0%, 25%,
50%, 75% e 100% da recomendacdo para as culturas do trigo e do
milho, com e sem inoculacao com Azospirillum.

A inoculagcdao com Azospirillum também estéd sendo avaliada com outras
culturas, como Brachiaria spp. e cana-de-acUcar (Saccharum spp.).
Também hé ensaios para verificar o efeito da co-inoculacao de riz6-
bios e Azospirillum (no sulco e nas sementes) com as culturas da
soja e do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.).

Finalmente, considerando a indicacao de recomendacao atual (item
15), foram distribuidos inoculantes para outras unidades da Embrapa
(Embrapa Trigo e Embrapa Cerrados), além de ensaios conduzidos com
diversos agricultores (do RS, do PR, do MS, do MT) e cooperativas,
para a validacao da tecnologia em larga escala.

Na figura 3 pode ser visualizado o bom desempenho de milho inoculado
com Azospirillum em Londrina.
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Figura 3. Aspecto da parcela com
milho inoculado com Azospirillum e
recebendo apenas 24 kg N ha' na
semeadura, em ensaio conduzido
na safra 2009/10 na Embrapa Soja,
Londrina, PR.

A validacdo em solos de Cerrado tem sido muito importante, uma vez que
0s ensaios que levaram a identificacao das estirpes de Azospirillum haviam
sido conduzidos na Regidao Sul. Mas o desempenho do Azospirillum no
Cerrado tem sido excelente. Na figura 4, por exemplo, podem ser visuali-
zados os efeitos da inoculagdao com Azospirillum em um solo de Cerra-
do em Planaltina, DF. Também é interessante conferir depoimentos de
outras instituicOes de pesquisa, como a Fundacdo MS (Entrevista com
o Dr. Dirceu L. Broch no Portal Dia de Campo - Inoculante: cinco sacas
a mais por hectare: http://www.diadecampo.com.br/zpublisher/mate-
rias/Materia.asp?id =22767&secao =Pacotes % 20Tecnoldgicos#null;
24/09/2010).

Inoculado

Figura 4. Ensaio com Azospirillum
conduzido na safra 2009/10 na

Embrapa Cerrados, Planaltina, DF.

Controle
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Os resultados dessa série de ensaios que vém sendo conduzidos desde

a safra 2009/10 serao compilados e mostrados nos préximos anos, uma
vez que nossos critérios sobre novas tecnologias exigem, no minimo, dois
anos de experimentacao em dois agroecossistemas distintos. Por enquan-
to, porém, alguns resultados sdo mostrados na Tabela 5. Além disso, cabe
salientar que nos tratamentos que receberam 100% de N fertilizante, em
geral o efeito da inoculacdo com Azospirillum foi anulado.

Tabela 5. Rendimento (kg ha', médias de seis repeticées) de milho e ganhos
pela inoculagcdao com Azospirillum em ensaios conduzidos no Parana na safra
de verdo de 2009/10 e safrinha de 2010. Tratamentos recebendo 50% da
dose recomendada de fertilizante nitrogenado para a cultura ou somente
uma dose inicial na semeadura. Mariangela Hungria e Leopoldo Sussumu
Matsumoto (dados ndo publicados).

Verao Londrina Nao 7677 181
2009/10 Sim 7858

Verao Nao 7701

2009/10 Ponta Grossa Sim 8263 472
Safrinha Campo Nao 6461 76

2010 Mourao Sim 6537

Verao Ponta Grossa Nao 7692 51

2009/10 Sim 7742

Safrinha Santa Nao 5724

2010 Mariana Sim 6054 330
Safrinha Campo Nao 5636 55

2010 Mouréao Sim 5691

17. Quais cuidados devem ser tomados com a compra
do inoculante contendo Azospirillum?

1. Verificar se o produto apresenta o nimero de registro no MAPA,
para certificar-se de que a origem e a qualidade sdo comprovadas e que
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o inoculante contém as estirpes recomendadas pela pesquisa;

2. Verificar o prazo de validade do inoculante, que deve constar da
embalagem. Jamais comprar inoculante vencido;

3. Certificar-se de que o produto, antes de ser comprado, era conser-

vado em condicdes adequadas de umidade e temperatura (no maximo
30°C). Apds a aquisicao, conservar o inoculante em local protegido do
sol e arejado até o momento da utilizacao. Nao esquecer de que o ino-
culante contém seres vivos, sensiveis ao calor

4. Para inoculantes a base de Azospirillum a legislacao exige uma con-
centracdo minima de 108 células g ou mL" de inoculante; e

5. Em caso de duvida, contactar um fiscal do MAPA.

18. Como deve ser feita a inoculacao das sementes
com Azospirillum?

Hoje, no mercado, sé existem inoculantes liquidos para Azospirillum.
O inoculante liquido pode ser misturado as sementes com tambor
rotatdrio, ou com a maquina de tratamento de sementes, ou outros
mecanismos, desde que sejam eficientes na distribuicdo. E importan-
te salientar que:

1. Tomar cuidado para que a distribuicao do inoculante liquido nas se-
mentes seja uniforme;

2. A temperatura na hora da semeadura, ou no depdsito de sementes
na méaquina de semeadura, é critica. Evitar, ao maximo, deixar as se-

mentes expostas ao sol e redobrar a atencdao quanto a temperatura no
depdsito de sementes;

3. Nao se recomenda a inoculacdo diretamente na caixa semeadora,
que dificulta a cobertura uniforme das sementes.

4. Durante a semeadura, se o depdsito de sementes na maquina ficar
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muito aquecido (temperatura superior a 35°C), deve-se interromper a
atividade e resfriar a caixa, pois o calor pode matar as bactérias;

5. Semear imediatamente ou, no maximo, dentro de 24 h apds a
inoculacao;

6. No caso de sementes tratadas com fungicida, inseticidas e/ou mi-
cronutrientes, o inoculante deve ser colocado por Ultimo e a semeadura
deve ser realizada o mais breve possivel. Se nao for possivel semear em
24 h, repetir o processo de inoculacao; e

7. Lembrar que o inoculante contém bactérias vivas, sensiveis ao calor,
deficiéncia hidrica e agrotéxicos. Nessas condi¢cdes, aumentar a dose
do inoculante, permitindo maior nimero de células de Azospirillum por
semente e semear o mais breve possivel.

Hoje o problema mais sério na inoculacao da soja é a compatibilidade
com fungicidas e outros produtos usados no tratamento de sementes
(Hungria et al., 2007). Certamente esse também serd o maior desafio
na inoculacao com Azospirillum. Véarias pesquisas ainda precisam ser
conduzidas para verificar a compatibilidade com os principais agrotéxi-
cos recomendados para as culturas do milho, trigo e outras gramineas.
Uma atencao especial deverd ser dada a estudos de compatibilidade
com inseticidas, que sdo largamente empregados no tratamento de
semente de milho.

Consideracdes finais

As projecoes sao de que, nos préximos anos, havera um incremento
substancial no uso de fertilizantes no Brasil para atender a intensifica-
cdo da agricultura e a recuperacdo de areas degradadas. O mercado
brasileiro de fertilizantes, porém, é fragil e com grande dependéncia das
importacoes, que hoje sao responsaveis pelo fornecimento de

73% do nitrogénio, 49% do fésforo e 90% do potassio consumidos.
Embora existam planos de instalacdao de novas industrias e abertura de
novas areas de exploracao de minerais, a situacao nos préximos dez
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anos é bastante critica. Desse modo, o uso de bactérias promotoras
do crescimento de plantas que aumentem a eficiéncia de utilizacao dos
fertilizantes, e que aportem nitrogénio via fixacao bioldgica representa
uma estratégia vidvel economicamente, além dos beneficios ambientais
associados a reducao no uso de fertilizantes.

No Brasil, considerando somente a reposicao parcial do fertilizante nitro-
genado (50%) requerido por culturas como o milho e o trigo, a eficiéncia
de utilizacao dos fertilizantes nitrogenados pelas plantas e o preco médio
tradicional dos fertilizantes no mercado nacional a US$ 1 por kg de N,
estima-se que o uso dos inoculantes contendo as estirpes selecionadas de
Azospirillum brasilense pode resultar em uma economia estimada de US$
2 bilhdes por ano. Devem ser somados, a isso, 0s custos que estariam
relacionados ao transporte do fertilizante nitrogenado. Também devem ser
considerados os beneficios por menor poluicdo ambiental que resulta da
producao e utilizacao de fertilizantes nitrogenados, bem como pela redu-
cdo na emissao de gases de efeito estufa. Desse modo, além da economia
para os agricultores, o uso de inoculantes contendo Azospirillum contribui
para o ambiente e pode ser objeto de negociacdes futuras no comércio de
créditos de carbono. As perspectivas também sao de que, nos préximos
trés anos, a eficiéncia agrondmica da inoculacao com Azospirillum seja
confirmada com outras gramineas.
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