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1. Esforcos do grupo de pesquisa liderado pela Dra.
Johanna Ddbereiner para quantificar a contribuicao
da fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) nas
principais culturas brasileiras

As primeiras observacdes sobre a importancia das estruturas nodulares nas raizes
de leguminosas favorecendo o crescimento das plantas datam da segunda metade
do século XVI. Contudo, somente cerca de trezentos anos depois, por volta de 1890,
Beijerinck comprovou que a inoculacdo de bactérias induzia a formacdo de nédulos
em leguminosas (Araujo, 2017). Esse interesse em compreender a formagao de nddulos
nas raizes das leguminosas que deu inicio as investigacdes sobre a fixacdo bioldgica
de nitrogénio (FBN), um processo essencial para o crescimento dessas plantas, que foi
desvendado gradualmente.

No caso das gramineas, a auséncia de estruturas visiveis para abrigar bactérias
diazotrdficas retardou significativamente as pesquisas sobre FBN nessas plantas. A
dificuldade em identificar e compreender a associacdo entre microrganismos fixadores
de nitrogénio e as plantas tornou o estudo desse grupo particularmente desafiador.

A questdo que logo surgiu foi se a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) poderia
atender a demanda de nitrogénio das culturas agricolas, sendo essencial quantificar
a FBN tanto em leguminosas quanto em outras espécies. A Dra. Johanna teve papel
crucial nesse campo, incentivando e promovendo pesquisas sobre o tema. A técnica de
reducdo de acetileno foi uma ferramenta indispensavel para os estudos de FBN até o
inicio dos anos 1980. Essa técnica, ao medir a atividade da enzima nitrogenase, permitiu
nao apenas identificar e caracterizar bactérias diazotroficas, mas também quantificar
preliminarmente a FBN em condi¢bes controladas, o que foi fundamental para o
desenvolvimento de inoculantes mais eficientes.

Devido a limitacdes metodoldgicas, até o final da década de 1970, os métodos de
quantificacdo da FBN em diferentes culturas, tanto em casa de vegetacao quanto em
campo, eram geralmente baseados na diferenca de acimulo de nitrogénio (N) pelas
plantas e/ou no rendimento das plantas inoculadas em comparacdo as nao inoculadas.
Para determinar o potencial de uma bactéria ou de uma planta para otimizar a FBN,
era necessario preparar substratos inertes (como areia, perlita, vermiculita) e solugdes
nutritivas diversas, o que dificultava obter valores de FBN proximos aos encontrados no
campo.

No inicio dos anos 1980, as técnicas isotopicas com >N comecaram a se difundir,
as quais permitiam distinguir na planta com precisdo o nitrogénio derivado do solo
e aquele proveniente da FBN. Aplicadas nos estudos de FBN em leguminosas, essas
técnicas demonstraram que, no caso da soja, a FBN era a principal fonte de nitrogénio,
atendendo a pelo menos 80% das necessidades da planta (Alves et al,, 2003; Zilli et al.,
2021). Como as leguminosas geralmente fixam muito mais N, do ar do que as gramineas,
o maior desafio foi adaptar a técnica de >N para quantificar a FBN em culturas como
a cana-de-acUcar, que se tornou fundamental no contexto do recém-criado Programa
bioenergético Proalcool. A Dra. Johanna foi essencial na implementacdo da técnica de
>N para avaliar a contribuicdo da FBN na nutricdo nitrogenada da cana, conseguindo
recursos e contratando especialistas no tema. Assim, iniciaram-se, no comeco dos anos
1980, os estudos com N para quantificacdo da FBN e ciclagem de nitrogénio em
sistemas agricolas na Embrapa Agrobiologia.



2. Quantificacao da FBN em cana de acucar

A expansdo da cultura da cana-de-acUcar impulsionada pelo Programa Proélcool
nos anos 1980 despertou o interesse da Dra. Johanna e de seu grupo de pesquisa em
buscar alternativas mais sustentaveis para a producdo agricola. Diante do alto consumo
de energia féssil na producdo de fertilizantes nitrogenados e da crescente demanda
desse insumo na agricultura brasileira, Dra. Johanna e sua equipe identificaram na
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) uma solugdo promissora para reduzir os custos
energéticos e o impacto ambiental da producao de cana. Observou-se que esta cultura
poderia alcangar produtividades superiores a 100 Mg/ha de colmos frescos mesmo em
solos pobres em nitrogénio disponivel, chegando a acumular mais de 200 kg de N/ha.
Esse nitrogénio era majoritariamente exportado do campo pela queima da palha para
facilitar a colheita manual, sem que o contetdo de N do solo fosse significativamente
reduzido (Stanford & Ayres, 1964; Orlando Filho et al., 1980; Sampaio et al., 1984). Essa
observacdo incentivou a Dra. Johanna a intensificar as pesquisas microbioldgicas, e um
dos grandes desafios era quantificar a contribuicdo da FBN na nutri¢do da cana em
condigdes préoximas as de campo, apesar do conhecimento ainda limitado sobre as
espécies de bactérias diazotréficas associadas a essa cultura (Débereiner, 1961; Ruschel,
1982).

Como suporte a essas pesquisas, alguns cientistas (Ruschel, 1975; Vose, 1980;
Freitas et al, 1984) realizaram estudos preliminares em campo e em casa de vegetacéo,
aplicando técnicas com o isétopo "°N. Eles descobriram que o processo de FBN estava
presente na cana, com uma contribuicdo que superava 17% do N acumulado pelas
plantas. Para confirmar a importancia da FBN na cultura, na atual Embrapa Agrobiologia,
foi realizado um experimento em vasos com 64 kg de amostras de solo coletadas de
areas produtoras de cana em Campos dos Goytacazes (RJ). Foram cultivadas quatro
variedades comerciais de cana, submetidas a dois cortes, e aplicou-se a técnica de
balanco de N no sistema solo-planta, utilizando o >N como indicador. Esse estudo
demonstrou que, na variedade CB47-89, a FBN contribuiu de forma significativa para a
nutricdo nitrogenada da cultura, chegando, em condigbes de campo, a uma contribuicdo
de até 200 kg de N/ha (Lima et al, 1987). Vale ressaltar que, nesse estudo, ndo houve
inoculagdo de bactérias diazotroficas, e as plantas cresceram apenas com o inéculo
nativo presente nos colmos-sementes e no solo.

Em abril de 1986, com o objetivo de avaliar a contribuicdo da FBN na nutricdo
nitrogenada da cana-de-aculcar, foi iniciado um estudo em condigdes proximas as de
campo. Esse experimento avaliou dez gendtipos/variedades comerciais de cana, cada
um com diferentes exigéncias de adubacédo nitrogenada. Para o estudo, foi construido
um tanque de concreto com dimensdes de 20 m x 6 m x 0,5 m de profundidade,
preenchido com solo pobre em N disponivel proveniente da camada entre 0,10 m e 0,35
m de um perfil de Argissolo (Figura 1). O solo foi corrigido com calagem e recebeu uma
adubacdo completa com macro e micronutrientes (exceto nitrogénio), além de irrigagdo
para garantir um adequado suprimento de agua.

No que diz respeito a adubagdo com nitrogénio (N), foram aplicadas apenas
pequenas quantidades de N marcado com o is6topo "°N, com o objetivo de marcar
o N disponivel no solo e, assim, distinguir nas plantas o N proveniente do solo
daquele derivado da FBN. Os resultados mostraram que, mesmo em solo pobre em
N disponivel, mas sob condi¢es ideais de manejo, o rendimento de colmos das
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Figura 1. Preenchimento do tanque com solo Argissolo e aplicacdo de nutrientes, incluido
>N-fertilizante, por camadas de 10 cm.

variedades comerciais no primeiro ano variou de 175 a 239 Mg/ha, com acimulo de
200 a 280 kg de N/ha. Nos dois cortes subsequentes, apenas duas variedades (CB45-3
e SP70-1143) mantiveram altos rendimentos e acimulo de N, com destaque também
para o genodtipo selvagem Krakatau (S. spontaneum), que demonstrou excelente
desempenho (Figura 2).

S5PT011 li::! —
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Figura 2. No terceiro ano, apds dois cortes, somente dois gendtipos (Krakatau e SP701143) se
destacaram como os mais eficientes para FBN.

Aplicando-se duas metodologias — a técnica isotdpica de "N e o balanco total
de N no sistema solo-planta, determinou-se que a FBN contribuiu com 49 a 70% da
demanda de N das plantas nas variedades comerciais, incluindo o Krakatau, equivalente
a 170 a 270 kg de N/ha (Urquiaga et al,, 1992). Esses resultados, obtidos sob condi¢des
controladas, mas préximas as de campo, ndo apenas confirmaram como também
evidenciaram o alto potencial de contribuicdo da FBN para a nutricdo nitrogenada
da cana, justificando a importancia desse processo biolégico para a economia no uso
de fertilizantes nitrogenados. Esses resultados também ajudaram a explicar os altos
balancos energéticos positivos da produgdo de etanol derivado da cana brasileira (9,35)
(Boddey, 1993; Soares et al., 2009).

Com base nessas informagdes e apds diversas pesquisas intensivas, especialmente
em nivel de campo e em experimentos de longo prazo com diferentes variedades de
cana, estabeleceu-se que a FBN fornece, em média, 40 kg de N/ha no N acumulado
pelas plantas. Isso representa aproximadamente 35% da demanda de N da cultura,
sendo suficiente para garantir bons rendimentos. Observou-se também uma resposta



Figura 3. Comparando as variedades de cana RB92579 e RB867515, somente a Ultima mostrou
muito boa resposta a inoculacdo (coquetel de bactérias diazotroficas). Como ndo houve
contribuicdo da FBN, isto apenas demonstra efeito varietal da cana na acdo promotora de
crescimento das bactérias inoculadas.

limitada a inoculacdo com bactérias diazotréficas, o que sugere, na maioria dos casos,
uma boa eficiéncia das populagdes nativas (Yoneyama et al., 1997; Boddey et al., 2001,
2003; Schultz et al,, 2012, 2014; Urquiaga et al., 2012; Monteiro et al., 2021).

E importante ressaltar que, além da FBN, as bactérias diazotréficas produzem
hormonios de crescimento vegetal, e o efeito positivo da inoculagdo na promogao do
crescimento da planta pode ser devido tanto a FBN quanto a acdo hormonal (Figura 3).
Outro ponto a considerar é a aplicacdo de molibdénio na adubacao da cana-de-acucar,
que tem contribuido significativamente para o aumento da FBN e da produtividade em
alguns solos. Esse micronutriente, essencial para a planta e especialmente para a sintese
e atividade da enzima nitrogenase, frequentemente apresenta baixa disponibilidade em
solos acidos, tornando sua suplementacéo ainda mais relevante (Boddey et al., 2003).

Desde os primeiros resultados impressionantes sobre a quantificagdo da
contribuicdo da FBN na cultura (Urquiaga et al, 1992), obtidos sem a necessidade de
inoculagdo de bactérias diazotroficas, observou-se que todos os gendtipos e variedades
estudadas apresentavam as mesmas espécies de bactérias diazotréficas ja conhecidas.
Entre essas bactérias estava Gluconacetobacter diazotrophicus, isolada do interior dos
colmos de cana, utilizando caldo de cana no meio de cultura (Cavalcante & Dobereiner,
1988; Gillis et al., 1989).

A Dra. Johanna sempre enfatizava a importancia de realizar esforcos para
compreender de forma mais profunda o processo de interacao entre planta e bactéria
diazotrofica, ressaltando que esse entendimento poderia abrir caminho para expandir a
FBN de forma eficiente para outras culturas, especialmente gramineas como milho, trigo
e arroz, nas quais o rendimento é fortemente dependente da disponibilidade de N do
solo ou da adubacao nitrogenada. Além disso, destacava-se a necessidade de entender
melhor a interacdo entre as bactérias no “microbioma”, tanto dentro das plantas quanto
na rizosfera. Esses desafios relevantes continuam a impulsionar as pesquisas na area.
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3. Impacto da FBN na economia de N-fertilizante e
mitigacao das emissoes de gases de efeito estufa da
agricultura brasileira

3.1. Importancia econémica da FBN na agricultura brasileira

Com base na area cultivada, rendimento e producao nacional das principais culturas
de gréos, cereais e cana-de-agUcar no Brasil, e considerando os indicadores de FBN e
o acumulo de N necessario para produzir uma tonelada do produto comercial de cada
cultura (Boddey et al, 2001; Alves et al, 2006, 2015; Herridge et al,, 2008; Urquiaga et
al., 2012; Guareschi et al, 2019; Monteiro et al,, 2021), estimou-se a contribuicdo da
FBN como fonte de N da agricultura brasileira. Na safra 2023/2024, essa contribuicdo
alcancou 10 milhdes de toneladas de N, com destaque para a soja, que representa
94,5% desse total por ser a cultura mais cultivada e com maior contribuicdo da FBN
(80%) (Tabela 1).

Tabela 1. Area, rendimento, producéo, acumulo de N na planta por tonelada de produto, N deri-
vado da FBN e mitigacdo da emissdo de gases de efeito estufa (GEE), das cinco principais culturas
brasileiras. Safra 2023/2024

i N-planta/ Mitigacao
Cultura’ (ﬁn"::) (r;;n:;) P(To%%gf)o I(Dkr; crlsl; (:c:)tgtl) T) FBN (%) (";l(-)(F)I(;)':) d(‘: cgioEoE ig
Mg prod.) Co,.,)
Soja 46,03 3202 147382 80 11.791 803 9432 207.514
Feijao 2,856 1138 3.249 38,5 125,13 364 45 991
Amendoim 0,255 2.873 734 50 37 654 24 525
ii::a‘:e 8,334 85580  713.214 1 713 3556 250 5492
Milho 21,059 5495 115723 20 2314 10%7 231 5092
TOTAL 78,534 - - - 14.980 - 9.982  219.613

Rend': Rendimento. Fonte: '"CONAB (2024), 2IPNI (2017), *Alves et al. (2003, 2006), “Herridge et al. (2008),
Urquiaga et al. (2012), °Boddey et al. (2001), "Alves et al. (2015), eBrock et al. (2012), °Robertson et al. (2004).

Esses dados revelam um potencial significativo de expansdo da FBN em outras
culturas (Tabela 1). Considerando que a outra importante fonte de N da agricultura
nacional sdo os fertilizantes sintéticos, que somaram cerca de 6 milhdes de toneladas de
N consumidas na safra 2023/2024, deduz-se que a FBN é atualmente a principal fonte
de N para a agricultura brasileira, respondendo por 62,3% do total de N utilizado.

Considerando o preco atual do N na forma de ureia (45% N), de R$ 2.152,00 por
tonelada, e a taxa de cambio de R$ 5,60 por ddlar (BC, 14/10/2024), a contribuicdo da
FBN para a agricultura brasileira na Ultima safra equivale a US$ 8,54 bilhGes. Para avaliar
o impacto econémico considerou-se apenas o valor liquido do N-FBN acumulado pelas
plantas. Cmo a eficiéncia de uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos nas condi¢des
brasileiras em geral é igual ou mesmo inferior a 50%, esse valor seria dobrado caso
esses fossem utilizados.

O impressionante valor econdmico do N-FBN representa aproximadamente o triplo
do orcamento anual destinado pelo governo brasileiro a pesquisa e desenvolvimento



agropecuario nos Ultimos anos. Para se ter uma ideia da relevancia econémica global
desse impacto, esse montante é comparavel ao orcamento anual dos Estados Unidos
para pesquisa e desenvolvimento no setor agropecuario (Gazzoni & Crestana, 2024).

3.2. Importancia da FBN da agricultura brasileira na mitigacdo ou emissoes
evitadas de gases de efeito estufa.

Como mencionado anteriormente, a FBN é uma fonte direta de N para a nutricdo
das culturas, com uma eficiéncia de uso proxima de 100%, ou seja, sem perdas. Em
contraste, a eficiéncia de uso de fertilizantes sintéticos nitrogenados raramente
ultrapassa 50% da dose aplicada (Good & Beatty, 2011; Hawkesford, 2011). Isso significa
que metade do N-fertilizante aplicado nao é aproveitado pela planta durante seu ciclo
de crescimento, resultando em uma parte residual no solo e outra que pode representar
um risco ambiental.

Para avaliar o impacto da FBN da agricultura brasileira em relacdo as emissdes
evitadas de gases de efeito estufa (GEE), considera-se que a quantidade de N-fertilizante
necessaria para suprir uma planta deve ser o dobro do total que ela pode obter da FBN.
Assim, levando em conta que para cada kg de N-fertilizante sintético aplicado no solo
usando a ureia como referéncia, o fertilizante mais utilizado na agricultura global, sdo
emitidos 11 kg de equivalente CO, (CO, eq.) (Robertson et al,, 2004; Brock et al., 2012),
foi possivel calcular o impacto da FBN na mitigacdo de GEE na agricultura brasileira
(Tabela 1).

A FBN na Agricultura brasileira tem demonstrado uma significativa contribuicao
para o cumprimento dos compromissos estabelecidos nos Planos ABC (2010-2020)
e ABC+ (2021-2030) (MAPA, 2012; 2021). Durante a execucdo do Plano ABC, a FBN
superou em mais de 150% a meta de mitigagcdo das emissdes de GEE, principalmente
devido a expansao da cultura da soja. As expectativas para o novo plano ABC+ sdo
igualmente promissoras. Na safra 2023-2024, a meta de mitigacdo de emissdes de CO,
equivalente, prevista para ser alcancada em 10 anos por meio do uso de bioinsumos, de
23,4 MtCO,eq., ja foi ultrapassada nas primeiras quatro safras desta década, totalizando
31,7 MtCO,eq.

4. Legado e desafios deixados pela Dra. Johanna
Dobereiner associada com a quantificacao da FBN na
agricultura brasileira.

A. Foram identificados gendtipos e variedades de soja, feijao, leguminosas forrageiras,
leguminosas-adubos verdes, cana-de-acUcar e milho com alto potencial de
rendimento e eficiéncia na FBN.

B. Entre as leguminosas, a soja se destaca como a cultura com maior eficiéncia na
FBN (80%), enquanto nas gramineas, a cana-de-acUcar apresenta uma eficiéncia
de 35%. Nas demais culturas, € necessario avancgar significativamente tanto no
melhoramento das plantas quanto na compreensdo e adequado manejo da parte
microbioldgica.

C. A FBN é a principal fonte de N da agricultura brasileira, representando 62,5% do
total de N consumido (16 milhdes de toneladas) na ultima safra agricola.
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D. Na safra 2023/2024, a FBN contribuiu com 10 milhdes de toneladas de N para a
agricultura brasileira, sendo que a soja foi responséavel por 94,3% dessa contribuicdo,
refletindo principalmente sua alta eficiéncia para FBN (80%) e a ampla ocupagdo
da area agricola (46 milhdes de hectares). O impacto da FBN na economia de
N-fertilizante e na economia do pais foi significativo, com uma contribuicdo
equivalente a 8,54 bilhdes de ddlares, valor que representa aproximadamente o triplo
do orcamento que o governo destina anualmente a pesquisa e desenvolvimento
agropecuério.

E. Nos 10anos do Plano ABC (2010-2020), a tecnologia da FBN contribuiu para mitigar
aproximadamente 25 milhdes de toneladas de CO, equivalente, atingindo 2,5 vezes
a meta inicial de 10 milhdes de toneladas de CO, eq. A soja foi responsavel por
mais de 95% das emissGes evitadas nesse periodo. No Plano ABC+, que estabelece
uma meta de mitigacdo de 23,4 milhdes de toneladas de CO, eq. entre 2021 e 2030
por meio do uso de bioinsumos, essa meta ja foi superada nas quatro primeiras
safras da década, com a soja respondendo por mais de 94% dessa contribuicao.

F. A Dra. Johanna sempre enfatizou que o aumento da eficiéncia da FBN em culturas
como milho, trigo e arroz dependerd do adequado melhoramento das plantas
visando a FBN e do entendimento da interacdo planta-bactéria. Além disso,
acreditamos, é fundamental compreender o “microbioma” presente dentro e
na rizosfera das plantas. Esses temas de pesquisa ainda necessitam de estudos
aprofundados.
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