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Apresentacao

A preocupacao crescente da sociedade com a preservagao e a conservagao ambiental
tem resultado na busca pelo setor produtivo de tecnologias para a implantagdo de
sistemas de produgéo agricola com enfoques ecoldgicos, rentaveis e socialmente justos.
O enfoque agroecoldgico do empreendimento agricola se orienta para o uso responsavel
dos recursos naturais (solo, agua, fauna, flora, energia e minerais).

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia orienta sua programacao de P&D para o
avango de conhecimento e desenvolvimento de solugdes tecnoldgicas para uma
agricultura sustentavel.

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo, agua, ar, flora,
fauna, energia), de preservar e conservar a natureza sdo cada vez mais presentes na
sociedade moderna gerando uma busca por sistemas de producdo agropecuarios
apoiados em bases agroecoldgicas.

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu plano diretor de pesquisa,
desenvolvimento e inovagdo com a seguinte misséo “gerar conhecimentos e viabilizar
tecnologias e inovagdo apoiados nos processos agrobiologicos, em beneficio de uma
agricultura sustentavel para a sociedade brasileira”.

A série documentos n° 247 intitulada “Biofertilizante contendo bactérias diazotréficas”
apresenta, em linhas gerais, o potencial que existe na utilizagdo de microrganismos
benéficos, que se associam as plantas, como uma forma alternativa aos fertilizantes
quimicos, para manter a produtividade agricola e obter eficiéncia na nutrigéo de diversas
culturas vegetais. O atual cenario mundial com os precgos do petréleo bastante elevados
cria sérias limitagdes a aplicacdo de fertilizantes, pois estes sdo dependentes dos
processos energéticos derivados da industria petroquimica. Os biofertilizantes
apresentados como inoculantes ja se mostram como uma realidade para plantas como a
soja e espécies arboreas. Contudo, também podem suprir nutrientes para gramineas
como milho, arroz, sorgo, cana-de-agucar, entre outras.

A presente publicacdo mostra o potencial de uso de biofertilizantes para o publico em
geral interessado em buscar caminhos que associem produgdo com uma boa qualidade
ambiental.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Biofertilizante Contendo Bactérias Diazotréficas

Carlos Alberto Bucher
Veronica Massena Reis

Introducao

A revolucao verde trouxe um grande aumento no uso de fertilizantes,
ocasionando um substancial incremento de produtividade das culturas.
No entanto, os adubos representam porc¢des significativas nos custos
de producdo, além de poder causar problemas ambientais. O
nitrogénio € um dos nutrientes com baixo indice de eficiéncia, sendo
utilizado pelas culturas em quantidade inferiores a 50% do N aplicado,
enquanto o restante € perdido por lixiviacdo, podendo causar
contaminacao do lencol freatico, ou perdido por desnitrificacdo como
N.O que contribui para o efeito estufa (BRONSON et al., 1997). Uma
alternativa ao uso de adubos quimicos € o uso de microrganismos,
como bactérias fixadoras de nitrogénio. Estes microrganismos sao
normalmente utilizados como inoculantes ou biofertilizantes. O maior
obstaculo para a utilizacdo da tecnologia de inoculantes €& a
inconsisténcia de dados, que esta ligada a fatores como condi¢des
edafo-climaticas, interacdo com a biota do solo, selecdo de estirpes e
qualidade dos inoculantes (REIS, 2006).

Apesar do grande numero de fatores que afetam a eficiéncia dos
inoculantes, neste trabalho foi dada maior atencdo a composi¢ao dos
inoculantes e problemas relacionados a sobrevivéncia de bactérias
durante o armazenamento e inoculagao.

Conceito

De acordo com a Lei n° 6894, de 16 de novembro de 1980,
regulamentada pelo Decreto n° 4954, de Janeiro de 2004, o inoculante
€ o produto que contém microrganismos com acio favoravel ao
crescimento das plantas, entendendo-se como: 1) suporte: material
excipiente e esterilizado, livre de contaminantes segundo limites
estabelecidos, que acompanha os microrganismos e tem a fungao de
suportar ou nutrir, ou ambas as funcdes, ou que permite o crescimento
e a sobrevivéncia destes microrganismos, facilitando sua aplicacéao, e
2) pureza do inoculante: auséncia de qualquer tipo de microrganismos
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gue nao sejam especificados. Segundo a mesma lei, biofertilizante é o
produto que contém principios ativos, isento de substancia tdxica,
capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre todas ou parte das
plantas cultivadas, elevando sua produtividade, sem ter em conta o
seu valor hormonal ou estimulante. Segundo a Lei n° 6894, antes de
sua regulamentacao, inoculante era designado apenas para produtos
contendo bactérias diazotréficas e os demais microrganismos
entravam na categoria de biofertilizantes.

Atualmente, o termo biofertilizante €& utilizado de forma mais
generalizada, para todos os produtos contendo microrganismos
capazes de influenciar o desenvolvimento das plantas de forma
positiva, incluindo os inoculantes de bactérias diazotroficas (REIS,
2006). O uso de biofertilizante, contendo bactérias fixadoras, tem
como objetivo fornecer um numero suficiente de células viaveis para
induzir a rapida colonizacdo da rizosfera, permitindo a rapida
ocorréncia da nodulagao apos a germinagao das sementes e resultar
em otimas produtividades (CATROUX, 1991).

O potencial maximo dos inoculantes ainda n&o foi alcangado, e para
isto, os inoculantes devem apresentar certas caracteristicas tais como:
a estirpe utilizada ser competitiva e o numero de células viaveis
permitir a rapida colonizacdo das raizes (DEAKER et al., 2004). Os
inoculantes turfosos, liquidos ou em outras formulacées devem conter
uma populagdo minima de 1x10° células/g ou ml de inoculante e
devem ter comprovada a eficiéncia agronémica, conforme normas
oficiais da RELARE (Rede de Laboratorios para Recomendacao,
Padronizacao e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de
Interesse Agricola), aprovadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA). A quantidade minima de inoculante a ser
utilizada deve ser a que forneca 600.000 células/semente. Resultados
de pesquisa indicam beneficios crescentes a nodulacdo e a fixagao
bioldgica do nitrogénio pela utilizacao de populagdes de até 1.200.000
células/sementes.

Visao geral do uso e composicao de biofertilizantes

A capacidade de promover nodulagao em leguminosas depende da
quantidade de células ativas e da efetividade da estirpe bacteriana.
Um dos fatores que influenciam a sobrevivéncia de bactérias € o
veiculo de inoculacdo, sendo o inoculante a base de turfa o mais
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utiizado mundialmente devido suas caracteristicas, como alta
capacidade de retencdo de agua e alta superficie especifica que
suporta o alto desenvolvimento, sobrevivéncia e numero de células
(SMITH, 1992). Infelizmente a turfa € um recurso limitado e ausente
em alguns paises e podera se tornar um recurso escasso no futuro. A
turfa necessita, também, de rigoroso processamento como sua
extragdo do campo, moagem, secagem, neutralizacdo e esterilizagao
antes de seu uso nos sistemas de producido comercial, e ndo é facil de
se usar em equipamento de plantio (TITTABUTR et al., 2007;
BROCKWELL & BOTTOMLEY, 1995). Dessa forma, varias outras
formas de inoculantes, como a forma liquida ou a base de argila 2:1
(vermiculita) sao utilizados (TITTABUTR et al., 2007; MAURICE et al.,
2001).

Segundo FERNANDES JUNIOR (2006), a producdo de inoculantes
utilizando veiculos biodegradaveis, atoxicos, hidrossoluveis, obtidos de
fontes renovaveis e de baixo custo, associada com estirpes de rizébio
competitivas, deve ser o objetivo de estudos para o desenvolvimento
de novos inoculantes, inseridos no contexto atual da industria, da
responsabilidade ambiental e social, economia de recursos e inovacao
tecnologica.

Além de conter bactérias fixadoras de nitrogénio, os biofertilizantes
podem ser compostos contendo diversos tipos de microrganismos com
habilidade de converter elementos da forma indisponivel para a
disponivel para as plantas através de processos biolégicos (VESSEY,
2003). Assim, os biofertilizantes tém sido uma alternativa em relagao
aos fertilizantes quimicos em sistemas de producido sustentavel. Em
experimento em casa de vegetacao, o uso de biofertilizante contendo
uma mistura de fungos micorrizicos, bactérias fixadoras e
solubilizadores de fosfato e potassio resultaram no aumento na
producao de graos e massa seca de milho e, além disso, melhorou as
propriedades do solo como o conteudo de matéria organica e
nitrogénio total (WU et al., 2005).

A selecao de estirpes de bactérias eficientes e tolerantes a estresse é
um importante fator para o sucesso da inoculagado (REIS, 2006). As
bactérias diazotroficas estdo presentes em diferentes ambientes
agricolas e sua sobrevivéncia é afetada por fatores como a seca, o pH
e a salinidade (ZAHRAN, 1999). Em alguns casos, os inoculantes sao
aplicados as sementes e apds estas estarem secas, sao
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armazenadas, sendo entdo as células submetidas a condicoes
adversas como temperatura, salinidade, substancias produzidas pela
semente, dissecacdo (DEAKER et al., 2004), sendo necessaria a
busca por meios de composicdo que proporcionem a sobrevivéncia de
um maior numero de bactérias.

Muitos fatores que afetam a sobrevivéncia do rizobio durante a
dissecacdo tém sido identificados. Estes incluem diferencas nos
métodos de secagem, como a secagem forcada usando vacuo ou ao
ar (VRIEZEN et al., 2006). O tipo de material utilizado no inoculante
pode afetar a sobrevivéncia da bactéria, desde compostos naturais
como turfa, 6leo vegetal e carvao até polimeros sintéticos (géis de
biopolimeros) (KACI et al., 2005).

Em muitos casos, novas bactérias que apresentam elevada fixacao de
N “in vitro” podem, no entanto, apresentar algumas dificuldades
quando aplicadas no campo. Um dos maiores problemas para o uso
de estirpes superiores de rizobio € a rapida morte das bactérias
quando aplicadas nas sementes ou no solo. Poucos trabalhos tém
analisado a sobrevivéncia de bactérias em sementes, sendo que a
maioria realiza os testes em membranas, areia e esferas de vidro
(STREETER, 2007). Em inoculagdo de Bradyrhizobium sp. em
sementes de Lupim, utilizando inoculante a base de turfa, foi verificada
a morte de 95 % das células em um periodo de quatro horas entre a
inoculagcdo e o plantio, e 99% em 22 horas apds a inoculacao
(ROUGHLEY et al., 1993). Isto indica a necessidade de desenvolver
inoculantes que proporcionem a maior sobrevivéncia de bactérias
quando aplicadas em sementes ou mesmo no solo, o que poderia
resultar em uma colonizacé&o e nodulagcdo mais rapida.

Em estudos comparando substratos para testes de desidratacio
Rhizobium meliloti, foi verificado que a sobrevivéncia de bactérias é
maior sobre filtros de nitrocelulose e areia quando comparado com
sementes e sob umidade relativa do ar mais elevadas e temperatura
de 37°C (VRIEZEN et al., 2006). Neste mesmo trabalho, foi observado
que a sobrevivéncia de células é maior quando as células estdo em
meio extrato de levedura—manitol-agar (YMB) e menor em agua. A
sobrevivéncia também aumentou quando se utilizou culturas na fase
estacionaria e maiores concentracbes de cloretos e sulfatos. Os
autores atribuem o aumento na sobrevivéncia de células a sintese de
trealose e betaina em resposta ao estresse osmoético. De fato, a
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trealose protege contra dissecagao e a betaina contra a toxicidade de
NaCl, em indéculo seco apds aplicado em sementes, por até quatro
meses (KOSANKE et al., 1992). Alguns pesquisadores tém adicionado
trealose no meio de cultura para aumentar o teor deste na célula, no
entanto, alguns trabalhos mostraram que o acumulo desta substancia
pode ser induzido em varias bactérias diferentes quando cultivadas em
meio contendo NaCl (ZAVALIA et al.,, 2003; WOLF et al. 2003;
STREETER, 2007).

O acumulo de trealose é critico para a sobrevivéncia das células
bacterianas sob processo de secagem. A trealose nao pode ser
utilizada por Bradyrhizobium japonicum como fonte de carbono, dessa
forma a concentracdo da substancia no citoplasma das células
bacterianas pode ser aumentada pelo fornecimento deste dissacarideo
durante o periodo de cultivo (STREETER, 2003). Uma das formas de
adicionar trealose ao meio de cultura € pela adicao de extrato de
levedura, pois contem em torno de 4% de trealose. A adi¢do de 1 g I’
de extrato de levedura aumentou de 50 a 80 vezes a sobrevivéncia de
cinco estirpes de Bradyrhizobium japonicum em sementes de soja,
utilizando inéculo liquido, apesar de ter pouco efeito sobre o aumento
no numero de unidades formadoras de colénia (STREETER, 2007).
Neste trabalho foi verificada uma grande correlacdo entre
concentracido de trealose na célula e sobrevivéncia nas sementes,
indicando ser uma substancia importante. No trabalho de STREETER
(2007), quando os melhores resultados de trealose, NaCl e umidade
relativa foram combinados, foi alcangado uma sobrevivéncia de
células 100 vezes superior que no controle.

Os aditivos usados nas formulagdes inoculantes liquidos devem ter a
funcdo de proteger as células de rizébio sobre a semente em
condi¢cdes de elevadas temperaturas. Durante a secagem, alguns tipos
de inoculantes tém sido utilizados na producao de inoculantes devido
a sua capacidade de limitar a transferéncia de calor, boa solubilidade
em agua e nao sofrer grandes alteragbes fisicas sob condicdes
adversas (TEMPRANO et al., 2002; TITTABUTR et al., 2007).

Durante o umidecimento as sementes liberam compostos para o meio,
alguns destes compostos, como compostos fendlicos, podem inibir o
crescimento ou ate matar as células bacterianas, dessa forma, o uso
de substancias que neutralizam estes compostos pode ser vantajoso
(DEAKER et al., 2004). A adicdo de diferentes polimeros (polivinil
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pirrolidona (PVP), polivinil alcool (PVA), goma arabica, polietilenoglicol
(PEG), amido de mandioca e alginato de so6dio mostraram que o PEG,
PVA e alginato afetaram o desenvolvimento das bactérias, causando
reducdo da densidade de células. A avaliacdo destes aditivos em
experimentos de campo mostraram que o0 amido de mandioca
proporcionou uma maior quantidade de nédulos e acumulo de matéria
seca em plantas de soja, enquanto os outros aditivos nao diferiram do
inoculante a base de turfa. No entanto ndo houve diferencas na
produtividade (TITTABUTR et al., 2007).

Uma outra forma para aumentar a eficiéncia da inoculagdo € melhorar
o crescimento da populacao microbiana introduzida utilizando
suplementacdo de nutrientes. A suplementacdo estimula o
crescimento do indculo bacteriano, mas uma grande quantidade de
carbono é necessaria, além disso, a competicao por nutrientes no solo
€ intensa e a microflora do solo pode usar uma grande quantidade do
substrato introduzido. Dessa forma, o uso de inoculantes sélido
(peletizado) pode servir como uma barreira contra a alta atividade
metabdlica da microflora nativa (ANANDHAM et al., 2007). Além disso,
0 uso de inoculante solido reduz o risco de reducdo do numero de
bactérias causado por equipamento durante o plantio, evita danos as
sementes frageis e evita os efeitos de pesticidas e fungicidas
aplicados as sementes (STEPHENS & RASK, 2000; DEAKER et al.,
2004). Em inoculante granular para Burkholderia sp., composto de
argila e farelo de arroz, a suplementacdo com 1% de glicose e 10 %
de fosfato de rocha resultou em aumento do numero de células
viaveis apos 90 dias de armazenamento tanto a 4 como a 25 °C e
consideravel fonte de fosforo para as plantas (ANANDHAM et al.,
2007), no entanto, ndo foi verificado o comportamento similar em
experimento de campo.

FOUILLEUX et al. (1996) utilizaram microgranulos minerais
suplementados com glicose, glutamato, fosfato e extrato de levedura,
inoculado com indculo de Bradyrizhobium japonicum a base de turfa
ou liquido. Neste trabalho foi observada uma maior sobrevivéncia de
B. japonicum em solo sob secagem quando os microgranulos foram
suplementados e, um aumento no crescimento e recuperacido de
bactérias em teste de incubacdo feito em solo n&o esterilizado. Em
experimento de casa de vegetacdo com soja, a suplementagdo dos
microgranulos proporcionou um significativo aumento na nodulacio
sob condigcdes de estresse hidrico e em condicbes de campo foi
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observado aumento significativo na nodulacao inicial, produ¢céo e no
teor de nitrogénio nos graos.

Substratos de baixo custo também podem ser utilizados na producao
de inoculantes. PANDEY & MAHESHWARI (2007) testaram substratos
solidos e residuos do processamento de produtos agricolas, incluindo
bagaco de cana, serragem, residuo cacau, casca de arroz, farelo de
trigo, carvao e fosfato de rocha para producdo de inoculante para
Burkholderia sp. estirpe MSSP. O farelo de trigo mostrou-se eficiente
enquanto fosfato de rocha, palha de arroz e residuo de cacau
mostraram-se mediamente eficientes. O uso do inoculante a base de
farelo de trigo contendo Burkholderia sp juntamente com
Sinorhizobium meliloti estirpe PP3, Rhizobium leguminosarum estirpe
Pcc e Bacillus sp resultou no aumento de biomassa e no numero de
nodulos e vagens em guandu sob condi¢gdes de campo comparado ao
controle.

FERNANDES JUNIOR (2006), testando inoculantes a base de
combinacbes de carboximentilcelulose e amido com suplementagao
de ZnO e MgO verificou que o inoculante suplementado com MgO
apresentou uma sobrevivéncia de células igual ao inoculante a base
de turfa em condi¢cdes de laboratério e promoveu um desenvolvimento
de plantas de caupi igual ao inoculante a base de turfa. FERNANDES
JUNIOR (2006) descreve ser possivel desenvolver inoculantes
polimérico para inoculagao de células rizobianas, com desempenho
igual aos inoculantes tradicionais a base de turfa.

Consideracoes finais

Em resumo, a composicao dos inoculantes e a forma de producéao
podem afetar a eficiéncia destes em campo, o que pode, em parte, ser
responsavel pela inconsisténcia de dados observados quando se
utiliza esta tecnologia. No entanto, a eficiéncia dos inoculantes pode
ser aumentada através de alternativas simples como a
suplementacdo. Além disso, problemas futuros de custo e
disponibilidade de turfa podem ser contornados com o uso de outros
substratos, podendo chegar até a resultados superiores, assim, mais
trabalhos devem ser realizados, para se esclarecer e encontrar formas
de contornar os problemas que levam a baixa eficiéncia dos
inoculantes.
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