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Fixacdo biologica do nitrogénio

Mariangela Hungria

Marco Antonio Nogueira

Introdugio

O nitrogénio (N) € o nutriente requerido em maior quantidade pelas plantas e, com maior
frequéncia, sua baixa disponibilidade é fator limitante & producio agricola. Isso decorre de seu papel
desde a base da vida, na composicio dos acidos nucleicos (DNA e RNA), aminodcidos e proteinas,
além de varias moléculas essenciais a vida, como a clorofila. No entanto, a disponibilidade de N
¢ limitada em muitos solos, particularmente nos tropicos e, embora a atmosfera terrestre consista
em 78% de gas nitrogénio (N,), nenhuma planta ou animal ¢ capaz de utilizar essa forma. Como
consequéncia, a agricultura moderna tem sido altamente dependente de fertilizantes industriais
a base de N, o que foi intensificado a partir da década de 1960 com a “Revolugio Verde”. O
processo Haber-Bosch de sintese de fertilizante nitrogenado, porém, necessita alto consumo de
combustivels fOsseis para atingir temperaturas e pressoes elevadas, necessarias para quebrar a
tripla ligagdo entre os atomos de N.. Alem disso, dioxido de carbono (CO,) ¢ liberado na sintese,
transporte e utilizagio do fertilizante e a eficiéncia de uso pelas plantas ¢ de apenas 30-60%
(Lara-Cabezas; Padua, 2007; Reetz Jr., 2016), resultando em perdas por lixiviacio e emissio de
oxidos de nitrogénio (NO ), como o 6xido nitroso (N,O), que é 292 vezes mais ativo como gas de
efeito estufa (GEE) do que CO,. Por fim, diversos paises importam a maior parte dos fertilizantes
nitrogenados consumidos na agricultura, por exemplo, 80% do N no Brasil, criando dependéncia
externa atrelada a moedas estrangeiras. Essas limitacdes resultam em custos economicos elevados e
problemas ambientais significativos, demandando o desenvolvimento de estratégias para diminuir
a dependéncia em fertilizantes nitrogenados (Hungria; Campo, 2005; Hungria et al., 2007, 2013;
de Bruijn, 2015; Reis Junior et al., 2018; Arrese-Igor et al., 2021).

Ha bilhdes de anos, antes que qualquer vegetal habitasse a Terra, houve um evento na
evolugdo de um procarioto (procariotos sio microrganismos unicelulares que ndo possuem niicleo
verdadeiro nem organelas em seu citoplasma), bactéria ou arqueia, que passou a sintetizar uma
enzima denominada nitrogenase, que se mantém conservada até os dias de hoje, e ¢ capaz de
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quebrar a tripla ligagio do N, e transforma-lo em amonia (NH,), processo denominado como
fixacdo biologica do nitrogénio (FBN), conforme a reaio:

N, +8 ¢ +8 He 16 MgATP — 2 NH, + H_ + 16 MgADP + 16 P;

O conjunto basico de genes responsaveis pela sintese e atividade da nitrogenase, denominados genes nife
fix, fot transferido horizontalmente para outros procariotos, que hoje sio denominados como diazotroficos
(di = dois, azoto = nitrogénio; trofico = relativo a alimentacio), estando presente em diversas espécies de
bactérias e arqueias, habitando todos os ecossistemas terrestres e os oceanos (Ormefio-Orrillo et al., 2013).

Com o surgimento das plantas, essas bactérias passaram a se associar a elas com diferentes graus de
interado, nas proximidades das raizes (rizosféricas), ou em relagdes mais intimas (endofiticas). Ha cerca de
200 milhdes de anos ocorreu um evento de grande relevincia, em que algumas dessas bactérias, chamadas
coletivamente de rizobios, passaram a se associar a diversas espécies de plantas da familia Fabaceae (sinonimo
Leguminosae), popularmente denominadas leguminosas, com grau elevado de interacio, estabelecendo uma
simbiose. O processo de interago dos rizébios com as leguminosas engloba uma intensa troca de sinais
moleculares e expressio de genes em ambos os parceiros, e que resulta na formagdo de estruturas tipicas
principalmente nas raizes, denominadas nodulos (Figura 1), dentro dos quais os rizobios se diferenciam
em uma forma denominada de bacteroide, ficando em compartimentos denominados simbiossomos, onde
ocorre o processo de FBN. Na simbiose com leguminosas as bactérias alojadas nos nodulos fornecem o N
fixado para a planta hospedeira que, por sua vez, retorna com fontes de carbono destinadas ao suprimento
energético dos microssimbiontes. A leghemoglobina, uma hemoproteina responsavel pelo fino ajuste das
necessidades especificas de oxigénio dos nodulos, representa um marcador visual de que a FBN esta ativa,
com coloracio interna rosea (Figura 1). Mais detalhes sobre a diversidade, a atividade e os habitats de
procariotos diazotroficos, bem como sobre o complexo processo de formacio e funcionamento dos nodulos
em leguminosas podem ser consultados em Hungria et al. (1994), Hungria e Campo (2005), Ormefio-Orrillo
et al. (2013), de Bruijn (2015), Reis Junior et al. (2018) e Arrese-Igor et al. (2021).

A simbiose no ocorre em todas as leguminosas, mas ¢ particularmente comum na subfamilia Fabaceae,
que inclui muitas espécies arboreas, forrageiras, adubos verdes e culturas de graos. As estimativas sio de que
a FBN contribui com cerca de 65% de todo o N reativo introduzido no ciclo do N no planeta, ou 96%
da fixagdo por processos naturais, sendo considerada como o segundo processo bioldgico mais importante
depois da fotossintese. Se a associagdo entre estes microrganismos diazotroficos e as plantas for eficiente,
o N fixado pode suprir todas as necessidades de diversas espécies de importincia econémica e ambiental,
dispensando o uso de fertilizantes nitrogenados. No caso da simbiose com leguminosas, sio relatados
aportes de centenas de kg de N por ha por ciclo (Ormefio-Orrillo et al, 2013). Comparativamente, as
principais vantagens e desvantagens da FBN em simbiose em relagio ao uso de fertilizantes nitrogenados sio
apresentadas na Tabela 1. O caso mais bem-sucedido de contribuicdo da FBN na agricultura, reconhecido
internacionalmente, ocorre com a cultura da soja no Brasil (Hungria; Mendes, 2015; Hungria; Nogueira,
2019), resultado de mais de meio século de investimentos em pesquisa, transferéncia de tecnologia, validaio
e adogdo pelos agricultores.
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Fotos: Mariangela Hungria (A) e Marco Antonio Nogueira (B)

Figura 1. Raiz de soja nodulada (A) e corte de nddulo (B), mostrando a coloragio rosea interna indicativa de
atividade da nitrogenase, pela presenca de leghemoglobina funcional.

Tabela 1. Principais vantagens e desvantagens da utilizagio de fertilizantes nitrogenados e do processo de fixacio
biologica do N, (FBN) em leguminosas.

Vantagens Desvantagens

Fertilizantes nitrogenados

1. Gasto energético elevado para a sua sintese, transporte e utilizagio;
2. Em condigdes tropicais, em geral no maximo 50% do fertilizante
nitrogenado aplicado é aproveitado pelas plantas;

3. Perdido facilmente por desnitrificacio, volatilizagio, lixiviacio;

4. Poluigio de aguas;

5. Emissio de gases de efeito estufa.

1. Disponibilidade imediata para as plantas;

2. Crescimento inicial mais rapido das plantas;

3. Plantas inicialmente mais verdes;

4. Em geral o custo energético para a sua absorgdo pelas plantas é
inferior ao custo da FBN.

Fixagio biologica do N,

1. Plantas dependentes da FBN podem ter crescimento inicial mais lento,
pois ha necessidade de formagio e inicio de atividade dos nodulos;
2. As exigéncias nutricionais das plantas dependentes da fixagio do N, sio

1. Menor custo para o agricultor; . . . | . L.
P & ’ mais elevadas, pois precisam atender as suas necessidades, das bactérias e da

2. Melhor aproveitamento do N pelas plantas, translocagio mais

. " simbiose;
eficiente do N para os grios; . .
. o 3. Plantas dependentes da fixagio do N, sdo mais sensiveis a estresses
3. Menores impactos ambientais; .
abioticos;

4. Melhoria ¢ manutengo da fetlidade do solo. 4. Estirpes de bactérias fixadoras e gen6tipos de plantas diferem em sua

efetividade e o processo de selegio e melhoramento de ambos parceiros
precisa ser continuo.

Fonte: Modificado de Hungria et al. (1994) e Hungria e Campo (2005).

Historico da selecdo de estirpes para a cultura da soja no Brasil

Conforme comentado, a simbiose resultou de milhdes de anos de coevolucio entre rizobios e as
respectivas leguminosas hospedeiras. Consequentemente, como a soja ndo ¢ nativa do Brasil, nossos solos
ndo abrigam naturalmente estirpes compativeis dessas bactérias de modo que, em areas de primeiro cultivo,
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existe ampla documentagio de que a nodulagio é zero ou proxima de zero (Hungria et al., 1994), o que
também foi confirmado com técnicas mais avancadas de biologia molecular (Ferreira; Hungria, 2002).
Frente a isso, estirpes simbiontes da soja foram trazidas do exterior, principalmente de universidades
norte-americanas e, posteriormente, da Australia, para avaliagio nas condices edafoclimaticas e com
genotipos de soja utilizados no pais.

Os primeiros estudos de avaliacio de estirpes no Brasil datam da década de 1920, da Secio de
Bacteriologia Agricola do Instituto Agrondmico de Campinas, com estirpes norte-americanas e
distribuigio de inoculantes para os agricultores, mas a cultura ainda ndo tinha importincia econdmica
para o pais e os trabalhos desaceleraram. Nas décadas de 1950 e 1960, com a expansio da cultura na
Regido Sul, recomecaram estudos com estirpes norte-americanas e australianas na Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS, Porto Alegre-RS) e na atual Embrapa Agrobiologia (Seropédia-R]).
Como resultado dessas avaliacdes, a primeira lista de estirpes recomendadas pelos pesquisadores para
0 uso em inoculantes comerciais foi publicada em 1956. Decisiva para a historia de sucesso da FBN
na soja foi a participagio dos pesquisadores Prof. Dr. Jodo Ruy Jardim Freire (UFRGS) e Dra. Johanna
Débereiner (Embrapa Agrobiologia) na “Comissio Nacional da Soja” na década de 1960, indicando
que a FBN deveria ser um pardmetro considerado nos programas de melhoramento. Gragas a esses dois
pesquisadores, a selecio de estirpes para a cultura da soja passou a ser prioritaria no Brasil (Hungria et
al,, 1994, 2005; Araujo, 2017).

A primeira estirpe de relevincia para a soja brasileira foi a SEMIA 566 (SEMIA, “Secio de
Microbiologia Agricola”, da extinta Fundacio Estadual de Pesquisa Agropecuaria, Fepagro, RS), isolada
em 1966 de um nodulo da cultivar Hardee, em vaso de Leonard que havia recebido inoculante norte-
americano, quando se buscava superar problemas de nodulacio a campo. A SEMIA 566 foi utilizada em
inoculantes comerciais no periodo de 1966 a 1978 (Hungria et al., 1994, 2005; Hungria; Mendes 2015).

Outra estirpe, a SEMIA 587, foi isolada em 1967, a partir de uma planta de soja em Santa Rosa, RS
e provou ser eficiente em diversos ensaios a campo (Freire; Vidor, 1981), sendo utilizada em inoculantes
comerciais no periodo de 1968 a 1975 (Hungria et al., 1994, 2005; Hungria; Mendes, 2015).

Com a expansdo da soja para os Cerrados na década de 1970, as estirpes selecionadas na Regido Sul
ndo apresentavam bom desempenho, demandando novos estudos. A partir de um nodulo de soja da
linhagem TAC-70-559, foi isolada e selecionada a estirpe 29W (=SEMIA 5019) e seu bom desempenho
nesse bioma, juntamente com a SEMIA 587, levaram 4 recomendagio dessas duas estirpes em 1979,
permanecendo entre as estirpes autorizadas para a producio de inoculantes até a atualidade (Peres;
Vidor, 1980; Hungria et al., 1994, 2005, 2006a). Essas duas estirpes estio classificadas na espécie
Bradyrhizobium elkanii.

Os patamares de rendimento de novas cultivares de soja e o avanco da cultura nos Cerrados
incentivaram a busca por estirpes com maior capacidade de FBN, competitivas e adaptadas a condigdes
edafoclimaticas mais restritivas. A partir de uma abordagem criativa, de avaliacio da atividade da enzima
nitrogenase em nodulos de soja previamente inoculada e passando por periodo de adaptacio nos Cerrados
(Peres et al.,, 1984; Hungria; Vargas, 2000), foram obtidas duas estirpes, atualmente classificadas como
Bradyrhizobium japonicum CPAC 15 (=SEMIA 5079) e Bradyrhizobium diazoefticiens CPAC 7 (=<SEMIA
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5080) (Vargas et al., 1992; Peres et al., 1993; Hungria; Mendes, 2015). A estirpe CPAC 7 foi obtida a partir
de uma subcultura da estirpe CB 1809, por sua vez considerada uma subcultura de USDA 136, que ¢
derivada da USDA 122. As caracteristicas buscadas na selecio da CPAC 7 foram a maior capacidade
competitiva e de nodular a cultivar IAC2, uma das poucas cultivares disponiveis para o Cerrado a
época e maior adaptacio aos Cerrados. A estirpe CPAC 15 pertence a0 mesmo sorogrupo da SEMIA
566, bastante competitiva, mas apresenta maior capacidade de FBN (Vargas et al., 1992; Peres et al., 1993;
Hungria; Vargas, 2000; Hungria et al., 2006a). Essas duas estirpes passaram a ser utilizadas em inoculantes
comerciais em 1992 e, passados 30 anos, compdem a grande maioria dos inoculantes utilizados na
cultura, certamente sendo fortemente responsaveis pelo sucesso da FBN com a soja brasileira (Hungria
et al., 2006a; Hungria; Mendes, 2015). Resultados de dezenas de ensaios compilados desde 1980 (Peres;
Vidor, 1980; Peres et al., 1993; Hungria; Campo, 2005; Hungria et al., 2006a, 2007) comprovam a grande
eficacia dessas quatro estirpes em todas as regides produtoras de soja do Brasil e levaram 4 consolidacio
da pratica de inoculacio anual desde 1992 (Figura 2).

Rendimento (kg/ha)
3400 + 331 kg

3300 + 233 kg
3200
3100
3000
2900

2800

Nio inoculado SEMIA 587 + 5019 SEMIA 5079 + 5080

Figura 2. Rendimento médio de grios obtido em 17 ensaios conduzidos entre 1988 e 2002 nas Regides Sul e
Centro-Oeste, comprovando a eficacia das quatro estirpes comerciais de Bradyrhizobium para a cultura da soja e
que levaram 4 consolidagio da tecnologia de inoculagio com essas estirpes.

Fonte: Adaptado de Hungria et al. (2006a).

Desenvolvimento da indistria de inoculantes e estabelecimento de legislagio especifica

A historia da FBN no Brasil se mescla com a historia da cultura da soja e do desenvolvimento de
inoculantes (Santos et al,, 2019). A necessidade de inocular a soja passou a demandar a producio de
inoculantes para atender aos agricultores. Inicialmente, a produgio ficou a cargo da Secretaria de Agricultura
do Estado do Rio Grande do Sul, em 1949, usando agar como veiculo e, posteriormente, em 1955, em turfa.
Em 1956, com 0 apoio dessa mesma secretaria, as atividades da primeira industria nacional de inoculantes, a
Leivas Leite, se iniciaram em Pelotas-RS. Desde entio, o nimero de empresas produtoras e, posteriormente,
importadoras de inoculantes cresceu substancialmente (Hungria; Campo, 2007; Araujo, 2017).
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Sem duvida pode-se afirmar que o sucesso da FBN com a cultura da soja no Brasil também reside na
decisdo de unido de esforgos da pesquisa, do setor produtivo privado e do legislativo, trabalhando juntos
para garantir os beneficios pelo uso de inoculantes com qualidade e carregando as melhores estirpes
identificadas pela pesquisa. Um marco historico foi a criagio, em maio de 1985, da primeira reunido da
“Rede de Laboratorios para Recomendacio de Estirpes de Rhizobium”, denominada RELARE, reunindo
a pesquisa, a inddstria e o Ministério da Agricultura. Em reunides que se realizam desde entio, em
geral bianualmente, foram estabelecidos critérios minimos de qualidade dos inoculantes, protocolos de
pesquisa e para controle de qualidade dos inoculantes, aspectos legais da comercializagio, entre outros.
A abrangéncia da RELARE passou a incluir outros microrganismos, resultando na ampliacio do nome
para “Rede de Laboratorios para Recomendagio, Padronizacio e Difusio de Tecnologia de Inoculantes
Microbianos de Interesse Agricola” em 1998 (Hungria; Campo, 2007; Araujo, 2017). Por sua vez, a
maioria das indstrias de inoculantes se uniu na Associagio Nacional dos Produtores de Inoculantes
(ANPI), criada em 1990, e também ampliada logo em seguida para incluir os importadores de inoculantes,
passando a denominacio de Associagdo Nacional dos Produtores e Importadores de Inoculantes (ANPII)
(Araujo, 2017; ANPII, 2021).

O controle de qualidade dos inoculantes sempre foi uma preocupacio dos pesquisadores que, em
1975, apresentaram uma demanda ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a
fiscalizacio oficial dos inoculantes, na época a base de turfa, que deveria conter, no minimo, 107 células/g
de inoculante (Hungria; Campo, 2007). Desde entio, o papel do legislativo tem sido fundamental para
garantir a qualidade crescente dos produtos entregues aos agricultores. Em 16 de dezembro de 1980
foi promulgada a Lei N° 6894, que “Dispde sobre a inspecio e fiscalizagio da produgio e do comércio
de fertilizantes, corretivos, inoculantes, estimulantes ou biofertilizantes, destinados & agricultura”.
Como na época somente eram comercializados inoculantes contendo rizobios, inoculante foi definido
como “material que contenha microrganismos fixadores de nitrogénio e que atue favoravelmente no
desenvolvimento das plantas”. Essa lei também definiu a obrigatoriedade de registro de todos os produtos,
bem como normas para a inspegio e a fiscalizacio. A Lei N° 6894 recebeu uma emenda, tornando-se a Lei
N° 6934, publicada em 13 de julho de 1981 e confirmada em Decreto (N° 4954 de 14 de janeiro de 2004),
com a definigio de inoculante como “produto que contém microrganismos com atuagio favoravel ao
crescimento de plantas” e na Instrugdo Normativa (IN) N° 05, de 06 de agosto de 2004, com dois anexos:
Anexo I - Definicées e normas sobre especificagdes, garantias, registro, embalagem e rotulagem dos
inoculantes destinados a agricultura; e Anexo II - Relagdo dos microrganismos autorizados para produgio
de inoculantes no Brasil (Hungria; Campo, 2017). A Let N° 6934 foi regulamentada pelo Decreto N°
86955 de 18 de fevereiro de 1982, que passou a exigir a concentracio de numero superior a cem milhdes
(10°) de células viaveis de rizobios/g na industria e a dez milhdes (107)/g em inoculantes amostrados
no comercio. Também foram estabelecidas multas para produtos comercializados em concentragdes
inferiores as exigidas. Por sua vez, a relagio dos microrganismos foi atualizada na Instrugio Normativa
N° 10, de 21 de marco de 2006 (Hungria; Campo, 2017).

Norteados pelo principio de que o sucesso dos microrganismos no campo depende, fundamentalmente,
de boas estirpes que sejam fornecidas em produtos de boa qualidade, novos avancos foram introduzidos na
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legislacio, sempre com amplo respaldo de resultados obtidos pela pesquisa apresentados nas reunides da
RELARE. As atualizacdes mais recentes constam da Instrucio Normativa N° 13 de 24 de margo de 2011,
com descricio das especificagdes, garantias, registro, embalagem e rotulagem dos inoculantes destinados
agricultura (Mapa, 2011). Na IN N° 13 a concentragdo minima de células viaveis de Bradyrhizobium em
inoculantes é definida em 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/g ou mL, e que os mesmos devem
ser isentos de contaminantes na diluicio de 10 até a data do vencimento, bem como carregarem
somente as estirpes autorizadas pelo Mapa e declaradas no registro/rotulo do inoculante. Para
inoculantes com outras bactérias, que agora constam da lista de estirpes recomendadas, € definido que
a concentragio de células viaveis sera a informada no processo de registro do produto, de acordo com
a recomendago especifica emitida por orgdo brasileiro de pesquisa cientifica oficial ou credenciado
pelo Mapa, mas continuam os limites para a presenca de contaminantes, bem como a necessidade
de confirmar a identidade das estirpes (Mapa, 2011). Todos os inoculantes devem ter validade de,
no minimo, seis meses. A IN N° 13 também inclui uma atualizacio dos microrganismos, agora
divididos em duas categorias. A primeira, com “microrganismos autorizados” (Anexo II da IN N°
13), representados por rizobios, amplamente respaldados por mais de um século de pesquisas e que
dispensam testes de eficiéncia agrondmica para o registro. A segunda lista inclui “microrganismos
recomendados” (Anexo III da IN N° 13), com menor nivel de informagdo cientifica em territorio
nacional, exigindo testes de eficiéncia agrondmica para o seu registro; a medida que haja maior
respaldo cientifico, esses microrganismos podem passar para o Anexo Il (Mapa, 2011). Atualmente ha
alguns microrganismos “recomendados” com registro que ainda nio estio incluidos no Anexo III da
IN N° 13, como Pseudomonas fluorescens e diversas espécies do género Bacillus.

Tio importante quanto definir critérios, é a necessidade de clareza dos métodos de avaliacio da
qualidade. Por anos os pesquisadores trabalharam e discutiram na RELARE protocolos para a analise
de inoculantes e condugio de ensaios de eficiéncia agronomica. Apos amplas discussdes e trabalhos
em grupos desde a IX RELARE, os protocolos foram aceitos em plenario na XIII RELARE de 2006 e
publicados em 2007 (Campo; Hungria, 2007). Com base nesses protocolos, foram redigidas as instrugdes
normativas do Ministerio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento descrevendo detalhadamente
os métodos oficiais para anlise de inoculantes, visando contagem, identificacio e analise de pureza
(Instrugio Normativa N° 30 de 12 de novembro de 2010). A seguir, foram publicados pelo Mapa, em
25 de margo de 2011, como Anexos 4 Instrucio Normativa N° 13, “protocolos oficiais para avaliacio
da viabilidade e eficiéncia agronomica de cepas, produtos e tecnologias relacionadas a microrganismos
promotores de crescimento, a bactérias associativas e ao processo de fixacio biologica do nitrogénio em
leguminosas” (Mapa, 2010). Posteriormente, foi publicado um adendo, na Instrucio Normativa N° 14,
de 13 de abril de 2018, permitindo a extragdo de DNA para identificacio molecular dos microrganismos
com kits comerciais e incluindo meio de cultura especifico para contagem de Azospirillum spp. (Mapa,
2018). Todos esses protocolos detalhados, tanto da RELARE, como das instrugdes normativas estio
disponiveis na internet em endereco incluido na lista de referéncias deste capitulo.

Certamente a combinagio de germoplasma elite desenvolvido pela pesquisa, profissionalizacio do
setor industrial de producio de inoculantes e estabelecimento de legislacio garantindo que produtos de
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qualidade cheguem ao agricultor formam o tripé que garante o sucesso da FBN e, mais recentemente,
dos promotores de crescimento de plantas, com bons resultados no campo. Colhendo bons resultados, o
agricultor adota a tecnologia, o que é confirmado pelo crescimento no consumo de inoculantes (Figura 3),
em alta concorddncia com a producio nacional de soja, que cresceu muito mais do que a area cultivada,
gragas a incrementos na produtividade.

(milhes) Uso de inoculantes em relacéo a area e producéo nacional de Soja
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Figura 3. Expansio da comercializagio de inoculantes (milhdes de doses) em relacio 4 producio de soja (milhdes

de toneladas) e area (milhdes de hectares) cultivada com a cultura no Brasil.
Fonte: Figura construida a partir de dados disponibilizados em Hungria e Campo (2007); Hungria e Nogueira (2019); ANPII (2021); CONAB (2021a) e

estimativas de mercado.

Do volume de doses de inoculantes comercializadas na safra 2020/2021, as estimativas sio de que
87% sio de Bradyrhizobium spp. para a cultura da soja e 12,4% de Azospirillum brasilense, dos quais
mais de 80% tambeém sdo destinados  soja, em coinoculagio com Bradyrhizobium spp.

Ontogenia da FBN em soja

Em geral, em condigdes de campo, desde que haja condicdes adequadas para haver interagio entre a
s0ja e os rizObios, entre cinco e oito dias apos a emergéncia (DAE) é possivel visualizar a formacio dos
primordios nodulares. Ao redor de 10 a 12 DAE, caso a simbiose tenha sido bem sucedida, devem ser
visualizados de 10 a 12 nodulos de 1 a 2 mm, na parte denominada como “coroa da raiz”, uma regiio
de, aproximadamente, 5-10 cm abaixo dos cotilédones e com 5-10 cm de largura para cada lado (Figura
4A). Logo apos a germinacio, as plantulas utilizam o N das reservas dos cotilédones e é possivel que
elas terminem um pouco antes do processo de FBN estar completamente ativo, podendo haver um leve
amarelecimento das plantas, mas que desaparece em um a dois dias apds a FBN se tornar funcional.
No complexo processo de nodulagio, os segmentos radiculares sio suscetiveis a formagio de nodulos
por apenas algumas horas durante o seu crescimento. Desse modo, caso um segmento da raiz nio seja
infectado pelo rizébio naquele momento, nunca mais um nodulo sera formado naquele sitio. Na quase
totalidade dos casos, a nodulagio na coroa principal esta associada a inoculagio das sementes com
células de rizobios em numero suficiente e fisiologicamente ativas para a nodulacio. Em “4reas novas”,
ou seja, que ndo foram cultivadas com soja anteriormente ou ha muitos anos, a populagio de rizobios
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compativeis é nula ou baixa e nio havera nodulagio. Mesmo em “areas velhas” com populagdes elevadas
devido & inoculagio e cultivos anteriores com soja, a nodulagio na coroa principal também ¢ rara, visto
que as bacterias do solo se encontram latentes e precisam ser reativadas por sinais moleculares da planta
hospedeira para iniciar o processo de infeccio das raizes. Isso resulta em atraso na nodulagio e a formacio
tipica de nddulos na coroa da raiz principal ndo ocorre (Figura 4B), quando comparada a inoculagio com
bactérias fisiologicamente prontas para a nodulacio que estio presentes no inoculante e que sio colocadas
juntas as sementes (Figura 4A).

Ao analisar a raiz nodulada, é importante verificar, também, o tamanho dos nodulos, pois é desejavel
obter um maior nimero de nodulos com tamanho igual ou superior a 2 mm, que sio os que apresentam
maior capacidade de FBN. Apos as duas primeiras semanas, as etapas de nodulacio e de FBN sio
intensificadas até o florescimento, quando uma planta de soja bem nodulada deve apresentar entre 15
e 30 nodulos por planta. A partir do inicio do florescimento, com frequéncia observa-se uma formacio
secundaria de nodulos (Figura 4C) e esses nodulos contribuem, substancialmente, para o fornecimento de
N, de modo que as taxas de FBN continuam suficientemente altas para atender as necessidades da planta
até o periodo de enchimento dos grios. Essa nodulacio, que ocorre nas raizes secundarias, em segmentos
radiculares mais distantes da coroa da raiz, quase sempre resulta da infecgio pelos rizobios que ja estio
estabelecidos no solo, por inoculagdes realizadas em anos anteriores, visto que os rizobios se locomovem
lentamente no solo.

O periodo entre o inicio da FBN e o florescimento pleno corresponde as taxas mais elevadas de aporte
de N para a cultura da soja (Figura 5). A soja pode, ainda, formar novos nédulos em resposta a inoculagio
suplementar em estadios de crescimento vegetativo até R1 (inicio do florescimento), incrementando a
contribuigio da FBN e o rendimento de grios, podendo representar uma estratégia interessante para
incrementar o aporte de N para as plantas em fases mais avancadas do seu ciclo e que resulte em ganhos
de produtividade (Moretti et al., 2018).

No periodo final de enchimento de grios os nodulos comegam a senescer. Com a leghemoglobina
perdendo sua fungio, observa-se alteragio da coloragio interna dos nodulos para tons esverdeados ou
marrons. A partir desse estagio, o processo preferencial passa a ser o da remobilizacio de N das folhas,
que estava armazenado principalmente na forma de RuBisCo, a enzima mais abundante nas plantas, para
as vagens, razio pela qual ocorre o amarelecimento e a senescéncia das folhas, com inicio pelas folhas
mais velhas do baixeiro, etapa natural e que nio deve ser vista com preocupacio pelos agricultores. Muito
importante destacar que ha varios estudos indicando que o N da FBN é mais eficientemente translocado
para os grios do que o N proveniente dos fertilizantes (Neves; Hungria, 1987). Fornecer alguma fonte de
N mineral na época em que ocorre a remobilizagio de N das folhas para as vagens somente implicara no
acimulo de N nas folhas atrasando a senescéncia das mesmas o que, inclusive, pode dificultar a colheita.

Uma questio frequentemente levantada € se cultivares de tipo de crescimento indeterminado tém
maior capacidade de realizar FBN em relagio 4s de crescimento determinado. Pesquisas indicam uma
alta sincronia entre a fotossintese e a FBN, na teoria fonte/dreno, em que maiores taxas fotossintéticas
demandariam maiores taxas de FBN (Kaschuk et al.,, 2010; de Luca et al., 2014). Estudos conduzidos até
o momento no Brasil comparando cultivares de tipo de crescimento determinado e indeterminado
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(A) Nodulagao abundante na coroa
principal da raiz, indicando alta
eficiéncia do inoculante

Fotos: Mariangela Hungria (A e B) e Marco Antonio Nogueira

(B) Atraso na nodulagdo, com
falha na coroa principal, com
nédulos nas raizes secundarias

‘_

(C) Nodulagao secundaria, ocorrida
apos o florescimento

Figura 4. Trés tipos de padrdes de nodulagio que podem ser encontrados em raizes de soja.
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Figura 5. N acumulado na parte aérea em V4 (estadio vegetativo, terceira folha trifoliada completamente
desenvolvida) e em R2 (florescimento pleno) em cultivares de soja de tipo de crescimento determinado e
indeterminado inoculadas e sem receber N mineral, indicando grande aporte de N proveniente do processo
biologico nesse periodo. Ensaio conduzido na estacio experimental da Embrapa Soja, em Londrina, PR. Os dados
representam médias de seis repetigdes.

Fonte: Figura construida a partir de dados disponibilizados em Kaschuk et al. (2016).
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indicam que, em geral, ambas sio eficientes no processo de FBN (Kaschuk et al., 2016; Saturno et
al,, 2017) (Figura 5). Vale salientar que a confirmacio da teoria fonte:dreno, fotossintese:FBN em soja
nodulada no Brasil (Kaschuk et al., 2010; de Luca et al., 2014) é de grande relevincia, pois indica que,
enquanto houver fotossintese, o processo de FBN continuara a suprir N para a planta. De fato, em
avaliagdes durante todo o ciclo (120 dias) da cultivar Embrapa 48, Zotarelli et al. (1999) verificaram
contribuicio da FBN ateé o final do ciclo.

O eterno dilema sobre o uso de fertilizante nitrogenado na cultura da soja

Certamente tio antiga quanto a historia da FBN com a soja no Brasil, sio as dividas que surgem
quanto a necessidade de complementacdo das exigéncias nutricionais da cultura com fertilizantes
nitrogenados. Nas décadas de 1970 e 1980 imperava o conceito de uma dose de arranque, ou “dose
starter”. Conforme ja comentado, a nodulacio e o estabelecimento da FBN requerem uma serie de
etapas complexas que iniciam com a troca de sinais moleculares entre os simbiontes e, pela complexidade,
¢ possivel que as reservas de N dos cotiledones terminem um pouco antes de o processo estar ativo,
mas as plantas se restabelecem rapidamente da limitacio momentanea, conforme comentado no item
de ontogenia da FBN em soja. Esses sintomas visuais, mais frequentes quando as condicdes ambientais
na semeadura sio estressantes, como no plantio convencional, levou 4 disseminacio equivocada da
ideia da necessidade de adubacio com até 40 kg/ha de N na semeadura. Contudo, a adubacio com
fertilizante nitrogenado é antagonica & FBN e a aplicacio, nesse estadio de desenvolvimento da planta
¢ critica, por inibir a infeccio das raizes pelos rizobios no periodo mais propicio para a formagio de
nddulos. Visando avaliar a necessidade dessa dose 1nicial de fertilizante, foram conduzidos varios ensatos
a campo, particularmente nas décadas de 1980 e 1990, que confirmaram ndo haver qualquer beneficio
no rendimento de grios pela aplicacio de 10, 20, 30 ou 40 kg/ha de N na semeadura, nos sistemas de
plantio convencional ou direto, na Regido Sul e nos Cerrados (Hungria et al., 1994, 1997, 2006b, 2007).

Outra davida surgiu sobre a necessidade de suplementacio com fertilizantes nitrogenados em estadios
reprodutivos da planta, assumindo que a FBN cairia drasticamente apos o florescimento. Contudo, isso
ndo foi confirmado para os gendtipos brasileiros. Como exemplo, em 40 experimentos conduzidos em
Londrina e Ponta Grossa, PR, a aplicacio de fertilizante nitrogenado em R2 (florescimento pleno) ou
R4 (vagem completamente desenvolvida) prejudicou a atividade dos nodulos que ainda estavam ativos,
diminuindo a contribuicio da FBN e prejudicando o rendimento de grios da soja, tanto no sistema
plantio direto como no convencional (Hungria et al., 2006b).

Outra demanda por respostas veio em 2013/2014 pelo CESB (Comité Estratégico Soja Brasil) quanto
a0 efeito da aplicagio de ureia em R5.3 (maioria das vagens entre 25 e 50% de granagio maxima), em
cobertura ou via foliar. Com base nos resultados de 51 ensaios conduzidos por 16 instituicdes piiblicas e
privadas em nove estados brasileiros foi concluido que a pesquisa descartava ganhos no uso de adubacio
nitrogenada no cultivo da soja (Agrolink, 2014). Nesse desafio do CESB, nos ensaios conduzidos pela
Embrapa Soja em Ponta Grossa, com uma cultivar de crescimento determinado e outra de crescimento
indeterminado, foram obtidos rendimentos de 4.500 a 4.800 kg/ha, sem nenhuma resposta a aplicacio de
N em cobertura ou via foliar (Saturno et al., 2017).
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Considerando apenas os ensaios conduzidos pela Embrapa Soja, mais de 300 nos ultimos 30 anos,
concluise que ndo ha qualquer beneficio ou necessidade de suplementacio da soja com fertilizantes
nitrogenados, caso tenham sido utilizadas boas praticas de inoculagdo. As avaliagdes incluem comparacdes
em sistema de plantio direto ou convencional, cultivares precoces ou tardias, convencionais ou transgénicas,
de tipo de crescimento determinado ou indeterminado, com fertilizantes nitrogenados aplicados em
todos os estadios de crescimento da soja, com diferentes fontes, a lanco, em sulco ou foliar (Hungria et
al,, 1997, 2006b, 2007, Kaschuk et al., 2016; Saturno et al., 2017; Hungria; Nogueira, 2019). Situacdes
em que ha resposta a adubacio nitrogenada evidenciam algum fator limitante & FBN, inclusive auséncia
de boas praticas de inoculacio. Conseguir altos rendimentos sem necessidade de complementacio com
fertilizantes nitrogenados resulta de décadas de investimento em pesquisas e desenvolvimento tecnoldgico
com a cultura. Como exemplo, nos EUA, onde nio houve interesse na pesquisa em FBN nas ultimas
décadas, pois o custo dos fertilizantes nitrogenados nio é limitante, tém-se gendtipos de plantas e de
microrganismos pouco eficientes no processo de FBN, sendo frequentes os relatos de respostas a aplicacio
de N (Ortez et al.,, 2019; La Menza et al., 2020).

A importincia da inoculagio anual da soja

Algumas pesquisas conduzidas com a soja, particularmente nas décadas de 1980 e 1990 nos EUA
levaram a0 conceito de que, em solos previamente cultivados com soja e que ja haviam recebido
inoculantes, nio seria possivel introduzir novas estirpes, ou obter respostas & uma nova inoculagio no
inicio de cada safra, dada a impossibilidade de competir com a populagio estabelecida no solo, ainda
que fosse tio baixa quanto 10 células viaveis/g de solo. Essa premissa era aceita no Brasil pois, de fato,
em qualquer area de soja que ja havia recebido inoculantes anteriormente, sempre era verificada boa
nodulagio e nio se constatavam sintomas de deficiéncia de N. Essa persisténcia de rizébios nodulantes
de soja no solo se deve, mais uma vez, a pesquisa brasileira, que sempre preconizou o uso de estirpes
competitivas e com alta capacidade de FBN.

Na safra 1992/1993, porém, a Embrapa Soja iniciou uma série de pesquisas para verificar se, de fato,
ndo havia respostas 4 inoculacio anual da soja, mesmo em solos com populacdes elevadas introduzidas
por inoculagdes anteriores, que chegavam a 1 milho de células viaveis/g de solo. A analise dos resultados
obtidos nos primeiros cinco anos de pesquisa, em ensaios conduzidos nos Cerrados e na Regido Sul,
indicou incrementos significativos pela inoculaio anual (também denominada reinoculacio), em média
de 4,5% no rendimento de grios e de 9% no teor de N nos grios (Hungria et al,, 1997). As pesquisas
prosseguiram ¢, em 2006, considerando 29 ensaios, foi constatado incremento medio no rendimento de
grios de 8% (Hungria et al., 2006a). Em geral, maiores respostas a inoculagio anual sio observadas na
Regido Centro-Oeste do que na Regido Sul, indicando que a inoculagio anual ¢ ainda mais relevante
sob condigdes mais sujeitas a estresses edafoclimaticos. Incrementos importantes no teor de N dos grios
também foram confirmados na analise de 13 ensaios, em média de 8,1% na Regido Centro-Oeste e de 4,3%
na Regido Sul (Hungria et al., 2006a). Os beneficios da inoculagio anual sio relacionados, principalmente,
a nodulagdo inicial e eficiente na coroa da raiz principal (Figura 4A), passando a contribuir com maiores
taxas de FBN na fase inicial de crescimento das plantas, que ¢ critica para garantir bom desempenho até
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o final do ciclo. Embora em alguns casos possam nio ser constatadas diferencas estatisticas no numero e
massa de nédulos das plantas, a inoculacio anual permite maior atividade da FBN, resultando em ganhos
importantes no rendimento e N total dos grios, enquanto que a aplicacio de N-fertilizante resulta em
inibigio da nodulagio sem incrementar esses parimetros, conforme pode ser visualizado em um ensaio
conduzido no Tocantins (Figura 6). Esse resultado pode ser consequéncia de uma ocupagio nodular mais
rapida pelas bactérias fisiologicamente mais ativas provenientes do inoculante. Segundo levantamento
realizado pela ANPI, na safra 2019/2020 a inoculacio da soja foi praticada em 79% da area cultivada no
pais, com grande percentagem de “dreas velhas”, confirmando a confianca dos agricultores na tecnologia
de inoculagio anual da soja.
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Figura 6. Nodulagio avaliada em V5 (quarta folha trifoliada completamente desenvolvida) e rendimento e N
total acumulado nos grios na maturidade fisiologica de soja, cultivar BRS 8980 IPRO, em ensaio conduzido em
Aparecida do Rio Negro-TO, em solo com populacio estabelecida de Bradyrhizobium estimada em 4,6x10° células
vidveis/g. Os tratamentos corresponderam aos controles ndo inoculados, sem ou com o aporte de 200 kg/ha de N
(100 kg na semeadura e 100 kg em Rl-inicio do florescimento) e inoculagio anual com uma formulacio liquida
desenvolvida em parceria publico-privada com a Embrapa Soja, aportando 1,2 milhdes de células/semente. Os
dados representam médias de seis repeticdes e, quando seguidos pela mesma letra, para cada parimetro, nio diferem
estatisticamente (p<0,05, Duncan).

Fonte: Figura construida a partir de dados disponibilizados em Hungria et al. (2020).

Coinoculagio da soja

Os resultados positivos obtidos com a inoculagio anual da soja levaram os agricultores a se
interessarem e demandarem outros produtos biologicos (Hungria; Nogueira, 2019). A pesquisa entio
selecionou estirpes de Azospirillum brasilense para as culturas do milho e do trigo (Hungria et al,
2010). O primeiro produto comercial foi langado em 2009, e duas das estirpes identificadas (Hungria et
al., 2010) passaram a ser largamente utilizadas, a Ab-V5 (=<CNPSo 2083) e a Ab-V6 (=CNPSo 2084). Em
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uma década de pesquisas os beneficios obtidos pela inoculacio dessas culturas, em todos os patamares de
producio, foram amplamente confirmados, representando um dos casos mais bem-sucedidos de produto
bioldgico desenvolvido e de adogio por agricultores no Brasil (Santos et al,, 2021; Barbosa et al., 2022).

O Bradyrhizobium da soja e todos os demais rizobios em simbiose com leguminosas representam
a interagio com maior grau de coevolucio de simbiontes, com alta especializagio no processo de FBN
e podendo suprir todas as necessidades de N pela planta hospedeira (Ormefio-Orrillo et al., 2013). Ja
com o A. brasilense, que também possui a habilidade de fixar nitrogénio atmosférico, a associagio com
as plantas ocorre na rizosfera e é menos especializada, conseguido suprir apenas uma pequena parte das
necessidades da planta. Por outro lado, as estirpes de A. brasilense selecionadas no Brasil se destacam
como fortes produtoras de fitormdnios, particularmente acido indolacético (AIA), com grande capacidade
de promocio de crescimento das raizes, incrementando a absorgio de agua e nutrientes pelas plantas e
resultando em melhorias nos aspectos nutricionais e de tolerdncia a estresse hidrico (Santos et al., 2021).

Mais uma vez, com o sucesso agronomico verificado com o uso de A. brasilense em gramineas (Santos et
al,, 2021), os agricultores passaram a relatar incrementos no rendimento da soja que era cultivada em sucessio
a essas gramineas inoculadas com A. brasilense. Isso despertou a pesquisa a investigar beneficios residuais,
sendo verificado que os processos microbianos do Bradyrhizobium spp. e do A. brasilense eram distintos
e complementares e que os dois microrganismos eram compativeis, abrindo uma excelente oportunidade
para o uso combinado dos mesmos em coinoculago. Estudos em laboratério, casa de vegetacio e a campo
foram conduzidos e indicaram que, em “areas velhas”, a inoculagdo anual resultava em incremento médio
no rendimento de grdos de soja de 3,7 sacas/ha ou 8,4%, incrementando para 7,1 sacas/ha ou 16,1% com
a coinoculacio (Hungria et al., 2013). Incrementos foram observados quando o Bradyrhizobium spp. foi
inoculado nas sementes e 0 A. brasilense foi aplicado no sulco de semeadura (Hungria et al., 2013), quando
ambos foram aplicados nas sementes (Hungria et al,, 2015), ou quando ambos foram aplicados no sulco
de semeadura (Tabela 2). Cabe comentar que, pela grande capacidade de sintese de AIA pelas estirpes de A.
brasilense selecionadas, e pelas implicagdes fisiologicas relacionadas aos fitormnios, aplicagdes excessivas
podem inibir o crescimento das plantas; consequentemente, a dose recomendada é de apenas uma via
sementes ou de duas via sulco de semeadura, enquanto que para Bradyrhizobium spp. podem ser utilizadas
mais doses. A maior tolerancia a periodos moderados de seca pela coinoculagio também foi confirmada
em ensaio a campo com soja coinoculada (Cerezini et al., 2016).

O primeiro produto comercial com registro para coinoculagio da soja foi obtido em 2013 (Hungria
et al,, 2013) e despertou o interesse da comunidade cientifica. Em 2021, uma meta-anlise baseada em
51 publicagdes cientificas com dados de 39 ensaios a campo confirmou estatisticamente os beneficios da
coinoculacdo, com incrementos médios de 11% na massa de raizes, de 5,4% no namero e de 10,6% na
massa de nodulos e de 3,6% no rendimento de grios e de 3,2% no teor de N nos grdos, em comparacio
com a inoculagdo exclusivamente com Bradyrhizobium spp. (Barbosa et al., 2021).

No dmbito de unidades de referéncia técnica (URT), um programa de difusio da tecnologia aos
agricultores foi estabelecido entre a Embrapa Soja e o Instituto Paranaense de Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural (EMATER), agora Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana (IDR-Paran). Os dados
ja consolidados de trés safras indicam que foram atendidos 2.226 agricultores, em 130 municipios do
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Tabela 2. Ganhos médios no rendimento de grios de soja pela inoculagio anual com Bradyrhizobium spp. e pela
coinoculagio com Azospirillum brasilense. Experimentos conduzidos pela Embrapa Soja, em “Areas velhas” com
populacio de rizobios nodulantes de soja minima no solo de 10* células viaveis/g, com seis repeticdes. Todos os

ganhos foram estatisticamente significativos (Duncan, p<0,05) em relagio ao controle ndo inoculado.

Tratamento Ganhos médios

Inoculagio anual com Bradyrhizobium spp. nas sementes (BSem)' +222 kg/ha (+ 8,4%)
Inoculagio anual (Bsem) + Azospirillum brasilense no sulco' +427 kg/ha (+ 16,1%)
Inoculagio anual (BSem)+ A. brasilense nas sementes® +358 kg/ha (+ 12,3%)
Inoculagdo anual com Bradyrhizobium spp. no sulco + A. brasilense no sulco’ +405 kg/ha (+ 15,1%)

Fonte: 'Adaptado de Hungria et al. (2013); *Adaptado de Hungria et al. (2015); *Ensaio conduzido pela Embrapa Soja. Compilagio realizada por Hungria e
Noguetra (2019).

Parand, nos quais foram estabelecidas 169 URT. Resultados positivos pela coinoculacio foram observados
em mais de 95% das URT, com ganho médio de 288 kg/ha e beneficio econdmico de RS 345/ha,
confirmando o sucesso da tecnologia (Nogueira et al., 2018; Prando et al., 2019, 2020). Em outro estudo
em solo dos Cerrados, avaliagdes com as cultivares Poténcia e Valiosa resultaram em rendimentos médios
de 4.868 e 5.413 kg/ha sem e com coinoculagio com A. brasilense, respectivamente, um incremento de
545 kg/ha e lucro operacional de RS 540/ha (Galindo et al., 2018). Segundo levantamento realizado para
a ANPII, em apenas cinco anos de lancamento a coinoculagio ja era praticada em 25% da area cultivada
com $oja no pais.

Desafios para garantir o sucesso da FBN na cultura da soja

Existem desafios que precisam ser vencidos para garantir que a historia de sucesso da FBN com a
soja brasileira tenha continuidade. A nutricio adequada das plantas se torna mais importante do que
nunca. Uma planta em simbiose ¢ mais exigente em nutrientes do que outra recebendo N mineral,
pois precisa atender s suas demandas, bem como as da bactéria e da simbiose. Alguns nutrientes sio
particularmente criticos para o desempenho adequado da simbiose. O molibdénio (Mo), por exemplo,
¢ componente da enzima nitrogenase, de modo que a sua deficiéncia implicard em colapso do processo
biologico, razio pela induz a sintomas de deficiéncia de N. O cobalto (Co) participa da formagio
da cobalamina, precursora da leghemoglobina, cuja importancia ja foi discutida. Consequentemente,
recomenda-se o fornecimento 2 a 3 g/ha de Co e de 12 a 25 g/ha de Mo via tratamento de sementes
ou via foliar entre os estagios V3-V5 (segunda e quarta folhas trifoliadas completamente desenvolvidas)
(Setxas et al., 2020). Todos os demais macro e micronutrientes podem limitar as plantas em simbiose,
pois desempenham papeis essenciais, por exemplo, o calcio (Ca) no crescimento das raizes e nédulos, o
fosforo (P) no fornecimento de energia para o processo de FBN, etc. Consequentemente, a deficiéncia
de qualquer nutriente implicara em limitagio no processo de FBN. Conclui-se que, embora a FBN seja
uma tecnologia de baixo custo, ela exige alto conhecimento tecnoldgico.

Os efeitos deletérios do contato de agrotoxicos e outros insumos quimicos no tratamento de sementes
sobre a sobrevivéncia de rizobios sio relatados ha décadas (Hungria et al,, 2007; Campo et al., 2009,
Hungria; Mendes, 2015; Hungria; Nogueira, 2019) e o niimero de moléculas e formulacdes utilizadas
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para este fim cresce a cada ano. Foram realizadas varias tentativas de compatibilizacio entre biologicos e
quimicos utilizados no tratamento de sementes, principalmente fungicidas e inseticidas, com resultados
ndo satisfatorios (Hungria et al,, 2007; Campo et al,, 2009). O cenario pode ser ainda mais limitante
quando sio utilizadas sementes pré-inoculadas, também denominada inoculacio antecipada, em que
o contato das bactérias com os agrotoxicos ocorre por periodos prolongados. Pode haver também
incompatibilidade com outros quimicos, como micronutrientes e suas diferentes formulacdes. Atualmente,
uma grande variedade de combinagdes de quimicos ¢ utilizada no tratamento de sementes, muitas das
quais com consequéncias desconhecidas sobre a sobrevivéncia de Bradyrhizobium spp. e A. brasilense
quando aplicados juntos nas sementes. Analises realizadas na Embrapa Soja indicam que, em geral, o
maximo periodo de inoculagio antecipada com tratamento quimico de sementes, ainda que armazenadas
em condigOes Otimas, raramente € superior a uma semana, garantindo a concentracio minima desejavel
de células viaveis de Bradyrhizobium spp. no momento da semeadura, preconizada pela pesquisa entre
80.000 e 100.000 células por semente. No caso dos micronutrientes Co e Mo, para aliviar o impacto
dos quimicos sobre as bactérias nas sementes, estudos indicaram que estes micronutrientes podem ser
aplicados via foliar, nas mesmas doses recomendadas via sementes, nos estadios de desenvolvimento V3-
V5 (Seixas et al., 2020). Outra estratégia para evitar o problema de incompatibilidade entre o inoculante
€ 08 agrotoxicos e outros insumos quimicos nas sementes consiste na inoculacio via sulco de semeadura,
0 que evita o contato direto das bactérias com os produtos quimicos (Campo et al., 2010). Nesse caso, a
dose de Bradyrhizobium spp. deveré ser aumentada para pelo menos 2,5-3 doses/ha, enquanto que a de
A. brasilense ficara restrita a 2 doses/ha. A adogio da inoculacio no sulco de semeadura vem crescendo a
cada ano, estimando-se que ja seja adotada em cerca de 20% da 4rea cultivada com soja no Brasil.

Estresses ambientais, como temperaturas elevadas e baixa umidade do solo, os de maior ocorréncia
nos tropicos, sempre foram reconhecidos como os que mais frequentemente limitam a FBN (Hungria;
Vargas, 2000; Dwived: et al., 2015). Estratégias como a adogdo do sistema plantio direto, que diminui as
oscilagdes de temperatura e umidade do solo e a coinoculagio com A. brasilense, que aumenta o volume
radicular e o aproveitamento da agua disponivel, auxiliam na mitigacio desses estresses (Hungria; Vargas,
2000; Cerezini et al., 2016; Hungria; Nogueira, 2019). Contudo, os desafios frente as mudangas climaticas
globais sio cada vez maiores, dada a sensibilidade da simbiose a esses estresses abioticos.

O desenvolvimento industrial tem sido fundamental para o sucesso da FBN com a cultura da soja no
Brasil, com enormes avancos na qualidade dos inoculantes oferecidos aos agricultores. Como exemplo,
das 7.000 células/semente citadas por Freire e Vidor (1981) como dose “normal” para inoculantes para a
s0ja, ensaios conduzidos a campo chegaram & recomendagio atual, de no minimo 1,2 milhdes de células
vidveis a serem inoculadas por semente (Hungria et al,, 2017), ou 2,5 milhdes de células/semente via
sulco de semeadura (Campo et al., 2010), que s6 podem ser garantidos por inoculantes de qualidade,
com alta concentracio de células e isentos de contaminantes (Hungria; Campo, 2007). Certamente, sem
o desenvolvimento industrial que permite que inoculantes de qualidade cheguem até os agricultores,
os beneficios da FBN nio seriam verificados. Produzir inoculantes de alta qualidade exige profundos
conhecimentos em microbiologia, biotecnologia e bioprocessos. Retrocessos sio altamente provaveis caso
a producio de inoculantes passe a ser realizada nas propriedades, conhecida como producio on farm,
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ou produgdo caseira, em que todas as técnicas para se obter inoculante de alta qualidade em termos de
concentracio celular, auséncia de contaminantes e garantia da presenga do microrganismo de interesse
ndo sio totalmente aplicadas. Em analises realizadas em amostras de inoculantes produzidos on farm
com o objetivo de multiplicar Bradyrhizobium spp. e A. brasilense, os resultados foram alarmantes.
Além de os microrganismos alvo ndo estarem presentes nas amostras foi observada alta contaminacio
com microrganismos ndo alvo, muito dos quais com alto potencial patogénico para plantas, animais e
humanos, inclusive com resisténcia a antibioticos (Bocatti et al., 2022). Com isso, pode haver um grande
retrocesso em todos os avangos conseguidos na tecnologia de FBN no Brasil no tltimo século (Figura 7).
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Figura 7. Linha do tempo dos principais eventos relacionados 4 pesquisa com fixaio biologica do nitrogénio,
produgio de inoculantes e marcos legislativos no Brasil.

Boas praticas de inoculacio

Os progressos conseguidos pela pesquisa e o incremento na qualidade dos inoculantes nio promoverio
os incrementos esperados no campo caso ndo sejam adotadas boas praticas de inoculagio. Os principais
pontos a serem considerados sio: 1) Verificar se o produto tem registro no Mapa para a finalidade
desejada, se esta dentro do prazo de validade, se foi transportado e armazenado em condigdes adequadas
(protegido do sol, em temperaturas abaixo de 30 °C e ambiente ventilado); cuidados com temperaturas
elevadas devem continuar durante a semeadura; 2) Seguir a recomendacio técnica do produto registrado,
confirmando se segue a recomendagdo técnica da pesquisa; 3) No caso de inoculante turfoso, usar solucio
acucarada a 10% para aderéncia as sementes e, no caso do inoculante liquido, alem de utilizar a dose
adequada para fornecer a concentracio tedrica minima de células por semente (1,2 milhdes), ndo utilizar
volume inferior a 100 mL/50 kg, garantindo a distribuicio homogénea nas sementes; 4) O volume total



158 Bioinsumos na cultura da soja

de liquidos adicionados as sementes, considerando inoculantes, agrotoxicos e outros insumos quimicos,
ndo deve ultrapassar 300 mL/50 kg; no caso de sementes com alta qualidade fisiologica (alta germinagio
¢, principalmente, alto vigor), podem ser aplicados até 550 mL/50 kg; 5) Caso seja necessario o tratamento
de sementes com agrotoxicos e outros produtos quimicos, esses devem ser aplicados primeiro, deixar secar
e aplicar o inoculante em uma segunda operacio; 6) A inoculagio pode ser feita em tambor rotatério,
betoneira ou em maquinas especificas para o tratamento de sementes; o procedimento deve ser feito
sombra, deixando 20-30 minutos para secagem. Os inoculantes ndo devem ser aplicados diretamente na
caixa semeadora e nunca devem ser misturados com os agrotoxicos e outros insumos quimicos, no popular
“sopd0”; 7) Maior sucesso ¢ obtido quando é fornecida alta concentracio de células e a semeadura é realizada
no mesmo dia da inoculacdo, especialmente se a semente for tratada com agrotoxicos e outros produtos
quimicos; em caso de divida quanto a sobrevivéncia das bactérias, repetir a operagio de inoculagio; 8)
Para Bradyrhizobium spp. ndo ha limitagio para o niimero de doses a serem aplicadas, salvo o volume
de liquido tolerado pelas sementes; contudo, para outros microrganismos, verificar os resultados das
pesquisas quanto a compatibilidade com Bradyrhizobium spp. e a recomendacio do fabricante; 9) Evitar
semear em condicdes estressantes, como a semeadura “no po”, pois alem de prejudicar a sobrevivéncia das
bactérias inoculadas, também prejudica o vigor das sementes; 10) A inoculacio no sulco € uma tecnologia
consolidada que pode ser utilizada para evitar o contato da bactéria com agroquimicos ou biologicos
incompativeis nas sementes, mas deve ser aplicada, no minimo, uma dose equivalente a 2,5 milhdes de
células/semente; 11) No caso de sementes pré-inoculadas devem ser garantidas no minimo 80 mil a 100 mil
células viaveis/semente no momento da semeadura; 12) Métodos alternativos de inoculagio das sementes,
como pulverizacio na superficie do solo ou foliar, devem ser adotados somente em caso de emergéncia,
de forma complementar, em caso de falha da nodulagdo, mas nio substituem a aplicagio via sementes ou
sulco de semeadura; nesse caso, a aplicagio deve ser feita com solo imido e no final da tarde; 13) Todas as
outras recomendagdes de boas praticas para a cultura, como nutricio, praticas culturais, devem ser seguidas
rigorosamente, para garantir o sucesso da FBN.

Beneficios econdmicos e ambientais da FBN

Com frequéncia sio divulgados niimeros indicando o quanto a FBN com a soja representa em termos
econdmicos e ambientais para o Brasil. Essas estimativas sio importantes para valorizar o investimento em
pesquisa, como ferramenta para indicar sustentabilidade agricola e com potencial de uso em negociagdes
como créditos de carbono. Uma breve explicagio sobre os calculos foi dada por Hungria e Mendes
(2015). O roteiro dos calculos que resultam nos nimeros divulgados pela Embrapa Soja é exposto a seguir,
permitindo a atualizacio a cada safra e pode servir como modelo para estimativas com outras culturas e
MICIOrganismos.

Em média, para cada 1.000 kg de grios de soja sio necessarios 78 kg de N, dos quais 54 kg sio
exportados pelos grios e 24 kg permanecem nos restos culturais (Seixas et al., 2020). Considerando a
produtividade média nacional de 3.529 kg/ha na safra 2020/21 (Conab, 2021a), a demanda de N seria
de 275 kg/ha. Os solos brasileiros raramente fornecem mais de 20 kg/ha de N por safra, reduzindo essa
necessidade para 255 kg/ha de N. A eficiéncia do uso do fertilizante nitrogenado pelas plantas é baixa,
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estimada em 30 a 50% (Reetz Jr., 2016) e de 45 a 60,7% (Lara-Cabezas; Padua, 2007), este tltimo em estudo
realizado no Brasil. Assumindo um valor de eficiéncia de 50%, chega-se a estimativa de uma demanda
de 510 kg/ha de N, para que os 255 kg/ha sejam aproveitados pela planta. Considerando-se a taxa de
cdmbio de US$ 1= R$ 54759 em janeiro de 2021, com um custo de USS 0,91 por kg de N (janeiro de
2021) para a ureia, a principal fonte de N utilizada no pais (CONAB, 2021b), o custo do N-fertilizante
necessario para a cultura da soja seria de US$ 462/ha. Em comparagio, considerando-se os pregos em
2020, o custo médio do inoculante seria de US$ 0,86/ha (Conab, 2021b). Portanto, nos 38,526 milhdes
de ha cultivados com soja em 2020/2021 (Conab, 2021a), tem-se a extraordinria economia de US$ 17,88
bilhdes. Cabe comentar que o ano de 2021 apresentou grande oscilagio na taxa de cdmbio. Para esses
calculos, foi utilizada a cotacio de janeiro de 2021; contudo, em julho, em alguns estados o preco da ureia
ja era até 80% superior ao de janeiro (Conab, 2021b). Em relagio ao impacto ambiental, as estimativas
médias do IPCC (2006) indicam que 1 kg de N-fertilizante corresponde a emissio de, aproximadamente,
10,5 kg de equivalentes de CO,, dos quais 4,5 kg séo relacionados  sintese e cerca de 6 kg ao transporte, a
aplicagio e as perdas como N,O. Com base nesses niimeros, a FBN com a cultura da soja evitou, na safra
2020/2021, a emissio de 206 milhdes de toneladas de equivalentes de CO, para a atmosfera pelo ndo uso
de N-fertilizantes. Além disso, a FBN diminui o impacto causado pela lixiviagio de nitrato proveniente
dos fertilizantes, grande fonte de poluicio da agua (Coskun et al, 2017). Esses beneficios econémicos
¢ ambientais resultam em ganhos sociais, melhorando ndo s6 a qualidade de vida dos agricultores, mas
também de toda a sociedade.

Consideragoes finais

As pesquisas, validacdes e desenvolvimento tecnoldgico com a FBN na cultura da soja completaram
mais de 100 anos no Brasil (Figura 7). O pais é, atualmente, o lider mundial em contribui¢io da FBN na
agricultura, lideranga que foi conquistada com a cultura da soja. Essa posicio de destaque foi conseguida
com muito trabalho e unido entre a pesquisa, o setor privado e o legislativo, tripé que é e deve continuar
a ser responsavel pela continuidade dessa historia de sucesso. O enfraquecimento em qualquer um desses
trés pilares pode levar a perda de todos os beneficios conseguidos com tantos esforcos. Um retorno a
sociedade e a0 meio ambiente estimado em mais de US$ 17 bilhdes e mitigacio de mais de 200 milhdes
de toneladas de equivalentes de CO, representa um modelo de sustentabilidade agricola no Brasil.
Essa historia de sucesso somente tera continuidade com o aporte de recursos para a pesquisa publica,
a melhoria continua de qualidade dos inoculantes e o respaldo legislativo garantido que o agricultor
colhera em sua propriedade os resultados da pesquisa e dos avangos em bioprocessos.
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