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Apresentação
A expansão da agricultura brasileira, fortalecida a cada ano e ocupando um 
papel impactante no produto interno bruto nacional, resulta em maiores de-
mandas nutricionais pelas plantas, majoritariamente supridas por fertilizantes 
químicos. Contudo, esses fertilizantes apresentam limitações: (i) dependên-
cia externa, visto que o país importa, atualmente, 85% das necessidades 
para atender o consumo interno; (ii) preço elevado em moeda estrangeira; 
(iii) baixa eficiência de uso pelas plantas; (iv) impacto ambiental. O uso de 
microrganismos promotores do crescimento de plantas capazes de substi-
tuir, parcial ou totalmente, os fertilizantes químicos representa, portanto, uma 
estratégia chave para a soberania alimentar de nosso país. Há, inclusive, 
amplo reconhecimento da importância desses microrganismos, consolidado 
nos Plano Nacional de Bioinsumos (2020), Plano Nacional dos Fertilizantes 
(2021) e Plano Setorial para Adaptação à Mudança do Clima e Baixa Emissão 
de Carbono na Agropecuária - ABC+ (2021). A demanda pela redução de ga-
ses de efeito estufa é crescente em todo o mundo. A economia de apenas  
1 kg de N representa uma redução de 10,7 kg de CO2 equivalente, com bene-
fícios ambientais e econômicos significativos. 

Diante desse cenário, em 2011, foi lançado, com grande sucesso, uma pri-
meira Circular Técnica da Embrapa Soja sobre inoculação do milho e do trigo 
com Azospirillum brasilense. Após uma década de resultados consistentes, 
um novo documento atualizado é publicado, consolidando a recomendação 
de substituição parcial de fertilizante nitrogenado aplicado em cobertura no 
milho em até 25%. O documento está em plena consonância com as deman-
das atuais e futuras da agricultura brasileira, mostrando resultados obtidos 
em uma década de ensaios a campo nas diversas regiões produtoras do 
Brasil e que conduzem à tecnologia de redução da adubação nitrogenada 
de cobertura na cultura do milho pela inoculação com as estirpes Ab-V5 e 
Ab-V6 de Azospirillum brasilense. Os resultados aqui mostrados subsidiam 
a adoção crescente da tecnologia de uso de bioinsumos, gerando economia 
para os agricultores e benefícios ambientais não apenas para o País, mas 
para toda a sociedade.

Adeney de Freitas Bueno
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento

Embrapa Soja
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Resumo
O uso de inoculantes contendo bactérias promotoras do crescimento de plan-
tas tem incrementado expressivamente na última década, em consonância 
com a busca por uma agricultura produtiva, com maior retorno econômico e 
sustentabilidade. O Brasil tem longa tradição de pesquisa em fixação bioló-
gica de nitrogênio (FBN) na interação Azospirillum-gramíneas, mas carecia 
de inoculantes comerciais com essas bactérias. Há pouco mais de uma dé-
cada, sob a liderança da Embrapa Soja, foram selecionadas e lançadas as 
primeiras estirpes comerciais de Azospirillum brasilense para as culturas do 
milho e trigo, com expansão do uso para o arroz, pastagens com braquiá-
rias e coinoculação da soja e do feijoeiro. Duas estirpes de A. brasilense,  
Ab-V5 e Ab-V6, caracterizadas pela capacidade de FBN e, principalmente, 
pela síntese de fitormônios, passaram a ser usadas com grande sucesso 
em todo o território nacional, com relatos de diversos benefícios no milho, 
incluindo maiores índices de crescimento das raízes, da altura de plantas, 
do teor de clorofila, de nutrientes nos tecidos e grãos, da indução de tolerân-
cia e resistência intrínseca a estresses abióticos e bióticos em plantas e de 
rendimento de grãos. Ainda havia, porém, demanda de pesquisas sobre a 
possibilidade de substituição da adubação nitrogenada pela inoculação com 
A. brasilense. Foram conduzidos 30 ensaios em uma década, em milho ino-
culado e não inoculado recebendo 24 kg/ha de N na semeadura e 0, 50, 75 
ou 100% de N em cobertura cerca de 35 dias após a emergência, com a dose 
de 100% correspondendo a 90 kg/ha de N. Incrementos significativos no ren-
dimento de grãos foram constatados em todas as condições edafoclimáticas 
investigadas. Os resultados obtidos foram conclusivos em indicar incremen-
tos no rendimento de grãos do milho pela inoculação com as estirpes Ab-V5 e  
Ab-V6 de A. brasilense e a viabilidade de substituição de 25% do N fertilizan-
te usado em cobertura, trazendo benefícios econômicos, com menor custo de 
implantação da cultura e benefícios ambientais, pela redução na emissão de 
gases de efeito estufa. 

Termos para indexação: Azospirillum, Zea mays, bactérias promotoras do 
crescimento de plantas, fixação biológica do nitrogênio, inoculação, nitrogênio.
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Maize inoculation with Azospirillum brasilense strains 
Ab-V5 and Ab-V6: reduction in topdress nitrogen 
fertilization and mitigation in greenhouse gas emissions

Abstract
The use of inoculants containing plant growth-promoting bacteria has 
increased significantly in the last decade, in line with the search for productive 
agriculture, with greater economic returns and sustainability. Brazil has a 
long-time research tradition on biological nitrogen fixation (BNF) with the 
Azospirillum-grasses interaction, but there were no commercial inoculants 
with these bacteria. A little over a decade ago, under the leadership of 
Embrapa Soja, the first commercial strains of Azospirillum brasilense were 
selected and released for the maize and wheat crops, with expansion of their 
use to rice, pastures with brachiarias, and co-inoculation of soybean and 
common bean. Two strains of A. brasilense, Ab-V5 and Ab-V6, characterized 
by the ability of BNF and, mainly, of synthesizing phytohormones, started to 
be used with great success throughout the national territory, with reports of 
several benefits, including increased root growth, plant height, chlorophyll 
content, nutrients in tissues and grains, induction of intrinsic tolerance and 
resistance to abiotic and biotic stresses in plants, and grain yield. There was, 
however, demand of research about the possibility of replacing N-fertilizers 
by inoculation with A. brasilense. Thirty trials were carried out in a decade, in 
inoculated and non-inoculated maize receiving 24 kg/ha of N at sowing and 0, 
50, 75 or 100% of N in topdress about 35 days after emergence, with the dose 
of 100% corresponding to 90 kg/ha of N. Significant increases in grain yield 
were observed in all investigated soils and climatic conditions. The results 
obtained were conclusive in indicating increases in maize grain yield with 
the inoculation of strains Ab-V5 and Ab-V6 of A. brasilense, and the viability 
of replacing 25% of the N-fertilizer used in topdressing, bringing economic 
benefits, with lower crop implantation costs and environmental benefits related 
to the reduction of greenhouse gases emissions.

Index terms: Azospirillum, Zea mays, plant growth-promoting bacteria, 
biological nitrogen fixation, inoculation, nitrogen.
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Bactérias promotoras do 
crescimento de plantas
As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) correspondem a 
um grupo de microrganismos benéficos às plantas que habitam principalmen-
te o solo e possuem a capacidade de colonizar a rizosfera, rizoplano, filosfe-
ra e tecidos internos das plantas, incluindo raízes, nódulos de leguminosas, 
caule, folhas, frutos e sementes (Compant et al., 2010). As BPCP podem es-
timular o crescimento das plantas por meio de diversos processos microbia-
nos, sendo os mais estudados: (i) fixação biológica de nitrogênio (FBN), con-
tribuindo para a nutrição nitrogenada das plantas; (ii) síntese de fitormônios 
como auxinas, citocininas, giberelinas, ácido abscísico, ácido salicílico, de-
sempenhando papeis na divisão e diferenciação celular, impactando o cres-
cimento vegetal, em particular das raízes e conferindo às plantas tolerância a 
estresses abióticos e bióticos; (iii) solubilização de fontes pouco solúveis de 
fósforo (P) e potássio (K), aumentando a disponibilidade desses nutrientes; 
(iv) síntese da enzima ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato, precursor do 
etileno)-deaminase, responsável pela degradação do ACC, transformando-o 
em α-cetobutirato e amônia, retardando a produção de etileno sob condições 
de estresses bióticos e abióticos e promovendo desenvolvimento radicular; 
(v) síntese de sideróforos, que podem facilitar a absorção de nutrientes como 
o ferro (Fe), contribuir para a solubilização de fosfato de Fe, quelando o Fe 
e liberando o fosfato, e auxiliar no biocontrole de patógenos; (vi) síntese de 
biofilmes, favorecendo a sobrevivência sob condições de estresses abióticos 
e também favorecendo a disponibilidade de nutrientes; (vii) indução de resis-
tência e tolerância intrínseca de plantas a estresses bióticos e abióticos; (viii) 
diversos mecanismos de biocontrole de patógenos, via síntese de moléculas 
antibióticas, enzimas líticas, sideróforos, cianeto (Hungria, 2011; Glick, 2012; 
Fukami et al., 2018a; Santos et al., 2019; Vishwakarma et al., 2020; Santos et 
al., 2021; Guimarães et al., 2022).
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O gênero Azospirillum 
O gênero Azospirillum abrange um grupo de BPCP de vida livre, de distribui-
ção global, encontrado predominantemente em solos, podendo interagir com 
as plantas, majoritariamente na rizosfera (Fukami et al., 2018a), mas com 
relatos ocasionais como endofíticas facultativas (Döbereiner; Pedrosa, 1987). 

A espécie Spirillum lipoferum foi descrita por Beijerinck em 1925 e, pas-
sadas cinco décadas, em 1978, foi proposta a sua reclassificação como 
Azospirillum, juntamente com a descrição de duas espécies, Azospirillum li-
poferum e Azospirillum brasilense (Tarrand et al., 1978); em outubro de 2022, 
estão listadas 24 espécies (LPSN, 2020). 

Bactérias do gênero Azospirillum ganharam grande destaque mundialmente 
a partir da década de 1970 (Döbereiner; Day, 1976; Döbereiner et al., 1976), 
com a descoberta pela pesquisadora da Embrapa, Dra. Johanna Döbereiner 
(1924-2000), da capacidade de FBN dessas bactérias quando em associa-
ção com gramíneas. A propriedade de fixar nitrogênio atmosférico (N2) em 
vida livre foi responsável pela mudança no nome do gênero Spirillum (Tarrand 
et al., 1978), sendo adicionado o prefixo “azo”, alusivo ao nome utilizado por 
Lavoisier para denominar o elemento nitrogênio (N). É curioso que a palavra 
“azote” foi dada por Lavoisier por considerar o N como um elemento inerte 
que seria “impróprio para manter a vida”. Hoje, porém, sabe-se que esse 
elemento representa a base de toda a vida do planeta, por ser constituinte 
fundamental dos ácidos nucleicos, aminoácidos e proteínas. Cabe destacar 
que, sendo bactérias predominantemente rizosférias, a contribuição da FBN 
por Azospirillum às plantas é modesta em relação à simbiose de rizóbios com 
leguminosas, raramente superando um quarto das necessidades das plan-
tas, mas representando valores esses de alta relevância para a agricultura.

Na década de 1980 outro pesquisador renomado, Dr. Yakov Okon, da 
Universidade de Jerusalém, apontava para os efeitos da inoculação com 
Azospirillum em parâmetros radiculares, incluindo comprimento de raízes, 
área e ramificações radiculares, que seriam atribuídos à síntese de fitormô-
nios, como auxinas, citocininas e giberelinas (Okon, 1985). O grupo de pes-
quisa do Dr. Okon já alertava, nessa época, sobre taxas mais rápidas da 
absorção de N, P e K em plantas inoculadas com Azospirillum do que em 
controles não inoculados, bem como sobre benefícios no crescimento das 
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plantas submetidas a estresse hídrico (Sarig et al., 1984; Okon, 1985; Okon; 
Kapulnik, 1986).

Desde esses trabalhos pioneiros, diversos processos microbianos capazes de 
promover o crescimento de plantas têm sido relacionados com Azospirillum 
spp., associados principalmente à FBN e à síntese de fitormônios, neste úl-
timo caso trazendo benefícios à absorção de água e nutrientes (Döbereiner; 
Pedrosa, 1987; Bashan et al., 2004; Baldani; Baldani, 2005; Bashan; De-
Bashan, 2010; Fukami et al., 2018a).  

O processo de fixação biológica do nitrogênio 
Embora o N2 constitua 78% dos gases atmosféricos, nenhum animal ou plan-
ta consegue utilizá-lo como nutriente, devido à tripla ligação que existe entre 
os dois átomos do N2, que é uma das mais fortes na natureza. Contudo, os 
gases atmosféricos também se difundem para o espaço poroso do solo e o N2 
consegue ser aproveitado por alguns microrganismos (algumas arqueobac-
térias mas, principalmente, bactérias) que ali habitam, graças à ação da en-
zima chamada dinitrogenase, ou simplesmente nitrogenase, que é capaz de 
romper a tripla ligação do N2 e reduzi-lo a amônia, a mesma forma obtida no 
processo industrial. Essas bactérias, também denominadas como diazotrófi-
cas ou fixadoras de N2, se associam a diversas espécies de plantas em dife-
rentes graus de especificidade, levando à sua classificação como bactérias 
associativas, endofíticas ou simbióticas, de acordo com o grau de interação 
com o hospedeiro (Hungria et al., 2007).

Em termos agrícolas, a maior contribuição do processo de FBN ocorre pela 
interação simbiótica de plantas da família Fabaceae (=Leguminosae) com 
bactérias pertencentes a diversos gêneros e denominadas, de modo popu-
lar e coletivo, como rizóbios. A simbiose com essas bactérias pode ser fa-
cilmente identificada, pois estruturas altamente especializadas, chamadas 
nódulos, são formadas nas raízes das leguminosas, especificamente para 
o processo de FBN. A evolução da simbiose entre rizóbios e leguminosas 
data de milhões de anos, resultando em taxas mais elevadas de FBN nessas 
interações. Como exemplo, no caso da soja [Glycine max (L.) Merrill], taxas 
elevadas, da ordem de 200 a 300 kg de N/ha por safra são observadas no 
Brasil, conseguindo suprir totalmente as necessidades da planta (Hungria et 
al., 2007; Hungria; Nogueira, 2019). 
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No caso das bactérias endofíticas (ex.: Herbaspirillum seropedicae, 
Gluconacetobacter diazotrophicus, Azoarcus spp.) ou associativas (ex.: 
Azospirillum spp., Azotobacter spp.), a mesma enzima nitrogenase realiza a 
conversão do N2 da atmosfera em amônia. Contudo, ao contrário das bacté-
rias simbióticas, essas bactérias excretam somente uma parte do N direta-
mente para a planta associada. Posteriormente, a mineralização das células 
bacterianas pode contribuir com aportes adicionais de N para as plantas; 
contudo, é importante salientar que o processo de FBN realizado por essas 
bactérias consegue suprir apenas parcialmente as necessidades das plantas. 
Desse modo, deve-se lembrar que, ao contrário das leguminosas, a inocu-
lação de não-leguminosas com bactérias endofíticas ou associativas, ainda 
que essas tenham a capacidade de FBN, não consegue suprir totalmente as 
necessidades das plantas.

A síntese de fitormônios
Na literatura existem vários trabalhos confirmando que Azospirillum produz 
fitormônios que estimulam o crescimento das raízes de diversas espécies de 
plantas. Já, no final da década de 1970, Tien et al. (1979) relataram que os 
componentes responsáveis pelo estímulo do crescimento de raízes liberados 
por A. brasilense eram o ácido indol-acético (AIA), giberelinas e citocininas. 
Posteriormente, houve ampla constatação de síntese de fitormônios, incluin-
do, além das auxinas, citocininas e giberelinas, ácido abscísico e ácido salicí-
lico (Bottini et al., 1989; Fallik et al., 1989; Bashan; De-Bashan, 2010; Fukami 
et al., 2018a). 

O maior desenvolvimento das raízes pela inoculação com Azospirillum pode 
implicar em outros benefícios. Há vários relatos de incrementos na absorção 
da nutrientes e água, resultando em melhor nutrição das plantas e maior tole-
rância à deficiência hídrica (Bashan et al., 2004; Cohen et al., 2009; Bashan; 
De-Bashan, 2010; Fukami et al., 2018a; Guimarães et al., 2022). 
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Outros benefícios proporcionados 
às plantas pelo Azospirillum
É difícil separar os benefícios na promoção do crescimento de plantas oriun-
dos da melhor nutrição de plantas pela FBN daqueles resultantes da facili-
tação da absorção de água e pelo maior desenvolvimento das raízes. Como 
resultado da inoculação com Azospirillum, outros benefícios são citados com 
frequência, resultando em plantas mais vigorosas e produtivas e com maior 
tolerância a estresses abióticos como salinidade (Dobbelaere et al., 2003; 
Bashan et al., 2004) e maior tolerância a patógenos de plantas (Tortora et al., 
2011).

Há relatos de melhoria em parâmetros fotossintéticos, incluindo os teores 
das clorofilas a e b, e pigmentos fotoprotetivos auxiliares, como violaxan-
tina, zeaxantina, ateroxantina, luteína, neoxantina e β-caroteno, resultando 
em plantas mais verdes e mais tolerantes ao estresse hídrico, além de maior 
condutância estomática, melhoria no potencial hídrico, incremento no teor 
de água do apoplasto e maior elasticidade da parede celular (Bashan et al., 
2006; Barassi et al., 2008). 

A inoculação com Azospirillum também favorece a absorção de outros nu-
trientes, em geral atribuída ao maior sistema radicular (ex: Steenhoudt; 
Vanderleyden, 2000; Bashan et al., 2004). Além disso, há relato de capacida-
de de solubilizar fontes pouco solúveis de P (Rodriguez et al., 2004). 

A variedade de processos microbianos associados a Azospirillum que propor-
cionam benefícios às plantas levou à sugestão da “Hipótese de Mecanismos 
Múltiplos” (Cassán et al., 2020). 
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Resultados de inoculação de gramíneas 
com Azospirillum obtidos em outros países 
Estudos conduzidos em vários países têm demonstrado que o Azospirillum 
estimula o crescimento e a produtividade de várias espécies de plantas, sendo 
muitas delas com grande relevância agronômica e ecológica (ex.: Caballero-
Mellado et al., 1992; Okon; Labandera-Gonzalez, 1994; Dobbelaere et al., 
2001; Bashan et al., 2004). 

Em um levantamento dos ensaios conduzidos nos primeiros 20 anos de pes-
quisas pioneiras a campo, Okon e Labandera-Gonzales (1994) relataram que 
em 60 a 70% dos experimentos foram obtidos incrementos na produtividade 
devido à inoculação, com aumentos estatisticamente significativos na ordem 
de 5% a 30%, salientando a grande importância que essas bactérias podem 
trazer ao cenário agrícola global. A seguir, em levantamento de resultados 
obtidos entre 1994-2001 na Bélgica, Uruguai, México e Israel, a maioria das 
respostas foi positiva, particularmente em relação ao incremento na absorção 
de água e nutrientes (Dobbelaere et al., 2001).

Passados alguns anos, em levantamento realizado na Argentina com 273 en-
saios de inoculação com A. brasilense em trigo (Triticum aestivum L.), em 76% 
dos casos houve aumento médio na produtividade de 256 kg/ha; em milho 
(Zea mays L.), 85% dos casos responderam positivamente, com um aumento 
médio na produtividade de 472 kg/ha (Díaz-Zorita; Fernandez Canigia, 2008). 
Resultados de outros experimentos conduzidos na Argentina e Brasil foram 
compilados nessa mesma época por Cassán e Garcia de Salamone (2008), 
a grande maioria indicando benefícios da inoculação com Azospirillum no 
crescimento das plantas e/ou no aumento da produtividade. Em outro levan-
tamento realizado na América do Sul com milho, foi verificado incremento no 
rendimento de grãos em 70% dos ensaios (Cassán; Días-Zorita, 2016). 

Nesses ensaios conduzidos ao redor do mundo, uma pergunta frequente é 
referente à especificidade hospedeira. Cabe comentar que, mesmo no caso 
de interações mais específicas entre bactérias e plantas hospedeiras, como 
na simbiose soja-Bradyrhizobium, genótipos diferem quanto ao potencial de 
contribuição do processo microbiano (ex: Hungria; Bohrer, 2000). No caso de 
Azospirillum, também há relato de diferenças entre genótipos, por exemplo, 
em milheto Pennisetum americanum (L.) K. Shum (Wani et al., 1985) e mi-
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lho (Garcia de Salamone et al., 1996). Contudo, de um modo geral, não há 
indicações de Azospirillum apresentar respostas diferenciais impactantes de 
acordo com o genótipo. Ao contrário, a constatação é de que Azospirillum 
spp. pode se associar e trazer benefícios à grande maioria das espécies de 
plantas investigadas (Pereg et al., 2016), superando a diferença entre genó-
tipos dentro de uma espécie. Além disso, Azospirillum representa um caso 
de sucesso também com leguminosas como a soja e o feijoeiro (Phaseolus 
vulgaris L.) pela coinoculação com rizóbios no Brasil (Hungria et al., 2013). 
No caso da soja, por exemplo, no curto espaço de cinco anos a tecnologia da 
coinoculação com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense já era adotada 
em 25% de toda a área com a cultura no país, com grandes benefícios no 
rendimento de grãos (Hungria; Nogueira, 2019, 2022; Santos et al., 2021).

Histórico do uso de Azospirillum 
brasilense nos inoculantes brasileiros
Conforme já comentado, o Brasil possui uma longa tradição em pesquisa 
com Azospirillum (ex: Döbereiner; Day, 1976; Döbereiner et al., 1976; Baldani; 
Baldani, 2005) e hoje está entre as lideranças mundiais em pesquisa básica 
com essas bactérias. Desde os trabalhos pioneiros, ensaios a campo foram 
conduzidos no País, contudo, resultados consistentes e conclusivos sobre o 
uso de Azospirillum como inoculante não estavam disponíveis. 

Na década de 1990, a publicação de trabalhos mostrando os benefícios da 
inoculação anual da soja com Bradyrhizobium, com forte retorno econômico 
para os agricultores que adotavam essa prática, aumentou o uso de inocu-
lantes e resultou em demandas por novos microrganismos para as demais 
culturas incluídas no sistema de produção de soja (Hungria; Nogueira, 2019, 
2022). Nesse contexto, em 1996, a Embrapa Soja iniciou no Paraná um pro-
cesso de seleção e validação de estirpes de A. brasilense para as culturas 
do milho e do trigo. Após oito anos de pesquisas intensivas, que incluíram 
avaliações em casa de vegetação e em 18 experimentos a campo, os resul-
tados dos ensaios foram conclusivos na indicação dos benefícios proporcio-
nados por estirpes selecionadas. Os resultados foram apresentados e apro-
vados no fórum específico da RELARE (Reunião da Rede de Laboratórios 
para Recomendação, Padronização e Difusão de Tecnologia de Inoculantes 
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Microbianos de Interesse Agrícola) em 2004 (Hungria, 2004; Hungria, 2011; 
Hungria; Nogueira, 2019) e as estirpes passaram a compor a lista de autori-
zadas pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento) em 
Instrução Normativa (Brasil, 2011). 

Os ensaios que levaram à indicação das estirpes de A. brasilense foram con-
duzidos visando, de acordo com a realidade do final da década de 1990, o 
milho safrinha com menor aporte de insumo e o trigo, no qual o investimento 
em fertilizantes era baixo. Consequentemente, foi fornecida somente uma 
dose basal de N-fertilizante na semeadura, consistindo de 24 kg/ha de N para 
o milho e 20 kg/ha de N para o trigo. Na média dos 18 ensaios conduzidos 
em Londrina e Ponta Grossa, a inoculação resultou em incrementos médios 
no rendimento de grãos de 24% no milho e de 19% no trigo, em patamares 
de rendimento compatíveis com a média nacional no período, de 3.700 e 
2.700 kg/ha para o milho e o trigo, respectivamente (Hungria et al., 2010). 
Os resultados obtidos levaram à recomendação das estirpes Ab-V1, Ab-V5, 
Ab-V6 e Ab-V8 para a cultura do trigo e Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 para o 
milho (Hungria et al., 2010; Brasil, 2011). Como duas estirpes, Ab-V5 e Ab-V6 
incrementavam o rendimento das duas culturas, a indústria mostrou interesse 
em usar essa combinação, abrangendo um mercado mais amplo. Na coleção 
de culturas de microrganismos da Embrapa Soja, as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 
receberam a nomenclatura de CNPSo 2083 e CNPSo 2084, respectivamen-
te. As estirpes foram disponibilizadas para as indústrias e os dois primei-
ros inoculantes comerciais vieram ao mercado em 2009 para milho e arroz 
(Oryza sativa L.) e, em 2010, para milho e trigo. A seguir, vieram registros 
para coinoculação da soja e do feijoeiro (Hungria et al., 2013) e pastagens 
com braquiárias (Urochloa spp.) (Hungria et al., 2016). Hoje são comerciali-
zadas mais de 10,5 milhões de doses de inoculantes contendo essas estirpes 
(Santos et al., 2021).

Logo após o lançamento, houve demanda de pesquisa para verificar o de-
sempenho das estirpes visando maiores níveis de produtividade de milho. 
Resultados a campo indicaram a viabilidade de obtenção de patamares de 
6.000 kg/ha no milho com a aplicação, além dos 24 kg/ha de N na semeadu-
ra, de 50% da dose de N em cobertura entre 30 e 40 dias após a emergên-
cia (Hungria, 2011), e de 8.000 kg/ha com 75% da adubação de cobertura 
(Fukami et al., 2016). 
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Processos microbianos e benefícios associados  
às estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum 
brasilense 

Desde o lançamento das estirpes Ab-V5 e Ab-V6, vários benefícios às plantas 
têm sido relatados, isoladamente ou em conjunto, resultando em promoção 
de crescimento e maior rendimento de grãos.

Dentre os benefícios, foi confirmada a capacidade de FBN in vitro, em meio 
de cultura específico, onde há a formação de película típica indicando que a 
bactéria encontrou a concentração de oxigênio que permite o funcionamento 
da enzima nitrogenase (Figura 1). A estirpe Ab-V5 apresenta maior capacida-
de de FBN. 

As duas estirpes também se destacam quanto à síntese de fitormônios, tendo 
sido identificados, in vitro, a síntese de ácido indol-3-acético (AIA) e interme-
diários da sua síntese, ácido salicílico, ácido indol-3-lático e, em menores 
proporções, ácido giberélico e ácido jasmônico (Fukami et al., 2017; Fukami 
et al., 2018b). A estirpe Ab-V6 se destaca como grande produtora de AIA 
(Fukami et al., 2018b) (Figura 1). A produção, particularmente de AIA, resulta 
em incrementos impactantes no crescimento das raízes e, consequentemen-
te, das plantas, largamente relatados em vários ensaios. De fato, em uma 
meta-análise realizada com resultados de 103 ensaios de campo, conduzidos 
em 54 locais do Brasil, avaliando a inoculação do milho com as estirpes Ab-
V5 e Ab-V6, foi observado um incremento médio na massa radicular de 12% 
(Barbosa et al., 2022). Cabe comentar que, em outra meta-análise para veri-
ficar o efeito da coinoculação da soja com Bradyrhizobium spp. e as estirpes 
Ab-V5 e Ab-V6, o incremento médio na massa radicular foi da mesma ordem 
(Barbosa et al., 2021).
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Figura 1. Principais atributos promotores do crescimento de plantas das estirpes  
Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense. 

Plantas submetidas a estresses abióticos e bióticos têm o metabolismo oxi-
dativo alterado, com a produção de moléculas conhecidas como espécies 
reativas de oxigênio (ROS, reactive oxygen species), que incluem radicais 
superóxido (O2

−), hidroxilas (OH−), peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio 
singleto (*OH), altamente deletérias (Gill; Tuteja, 2010). A atividade de en-
zimas na planta relacionadas à síntese de antioxidantes representa o prin-
cipal mecanismo de desintoxicação de ROS, promovendo a tolerância ou 
resistência intrínseca das plantas aos estresses (Fukami et al., 2018a). Foi 
demonstrado que a inoculação com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 aumenta e 
expressão de genes na planta relacionados à síntese de enzimas com papel 
chave como antioxidantes, como APX1, APX2, CAT1, SOD2, SOD4, asso-
ciados à síntese de ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e superóxi-
do dismutase (SOD), respectivamente (Fukami et al., 2017). Além disso, foi 
confirmado incremento na atividade dessas enzimas nas plantas inoculadas, 
em adição à diminuição no teor do produto (malondialdeído - MDA) resul-
tante da peroxidação de lipídeos nas raízes (Fukami et al., 2017; Fukami et 
al., 2018b). A inoculação com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 também alterou a 
síntese de prolina, um osmorregulador, com menores teores nas folhas, bem 
como da proteína de choque térmico hsp70, indicando menor necessidade 
síntese dessas moléculas em plantas inoculadas, visto que já estavam mais 
protegidas (Fukami et al., 2017). 
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Fitormônios também regulam respostas a estresses abióticos e bióticos em 
plantas e foi demonstrado que as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 induzem resistência 
de plantas a estresses via incremento nos níveis de ácido salicílico, ácido 
abscísico e ácido jasmônico, sendo propostas essas três vias de indução 
(Fukami et al., 2018a; Fukami et al., 2018b). 

Em relação a estresse bióticos, um dos mecanismos de mediação de micror-
ganismos ocorre pela indução nas raízes da expressão de genes pr (patho-
genis-related) e as proteínas sintetizadas se espalham sistemicamente na 
planta, aumentando a defesa contra patógenos, um mecanismo conhecido 
como resistência sistêmica induzida (Van Loon; Bakker 2005; Fukami et al., 
2018a). Em milho, a expressão dos genes PR1, prp2 e prp4 foi incrementada 
pela inoculação com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 (Fukami et al., 2017; Fukami 
et al., 2018b). 

A ação de um ou mais desses mecanismos citados, metabolismo antioxidan-
te, proteínas de choque térmico, proteínas PR, induz à denominada tolerância 
sistêmica induzida (Fukami et al., 2018a). Interessante, vários mecanismos 
induzidos na planta pelas estirpes Ab-V5 e Ab-V6 também foram verificados 
com a aplicação de metabólitos dessas duas estirpes isentos de células vivas 
(Fukami et al., 2017; Fukami et al., 2018b).

O maior crescimento de raízes é, sem dúvida, o efeito mais relatado pela 
inoculação com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6. Em estudo conduzido com milho 
visando ampliar o conhecimento do efeito dessas estirpes nas raízes, foram 
constatados incrementos significativos na massa, volume, comprimento total 
e no comprimento específico das raízes e, também, no diâmetro de raízes 
na classe < 0,50 mm, no comprimento dos pelos radiculares e no número 
de bifurcações radiculares por planta (Hungria et al., 2022). Resultados de 
pesquisa indicam que o maior comprimento de pelos radiculares e raízes de 
diâmetro na classe < 0,50 mm beneficiam o acesso aos nutrientes no solo 
e a eficiência de absorção de nutrientes e água (Hodge, 2004; Haling et al., 
2013). No caso das estirpes Ab-V5 e Ab-V6, a maior absorção de nutrientes 
já foi indicada nos ensaios que resultaram no lançamento das estirpes para 
o uso em inoculantes comerciais, com incrementos nos teores de P, K, S, Zn, 
Mn e Cu nos grãos de milho (Hungria et al., 2010). 

No estudo pioneiro com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6, houve uma primeira indi-
cação de aumento na eficiência de uso do fertilizante nitrogenado, avaliada 
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indiretamente pelo teor remanescente de nitrato e amônio no solo (Hungria 
et al., 2010). A confirmação veio em ensaio com milho em que foram forne-
cidos 100 kg/ha de N marcado com o isótopo pesado 15N, sendo constatado 
incremento na recuperação do fertilizante da ordem de 70% no tratamento 
inoculado com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6, em comparação com o tratamento 
não inoculado (Martins et al., 2018). Do mesmo modo, o aumento radicular 
facilita a absorção de água, resultando em maior a tolerância à seca, confor-
me observado para as estirpes Ab-V5 e Ab-V6, quando em coinoculação da 
soja (Cerezini et al., 2016). 

 Outros relatos de benefícios pela inoculação com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6, 
alguns dos quais podem ser visualizados na Figura 2, incluem o incremento 
na altura das plantas, no teor de clorofila, na espessura dos colmos, conferin-
do tolerância ao acamamento, e maior uniformização das espigas, impactan-
do a qualidade dos grãos.

Figura 2. Efeitos da inoculação com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum 
brasilense no (A) crescimento das raízes; (B) teor de clorofila; (C) altura das plantas; 
(D) nutrição nitrogenada; (E) uniformidade das espigas de milho. 
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Cabe salientar que estudos com microscopia confocal de varredura a laser 
(Fukami et al., 2017) e de análise do microbioma de raízes de nódulos de 
soja e feijoeiro coinoculadas com os rizóbios específicos e as estirpes Ab-V5 
e Ab-V6 (Bender et al., 2022) confirmam que a atuação dessas duas estirpes 
na rizosfera ou filosfera, não sendo detectadas endofiticamente. 

Para o agricultor, os parâmetros mais relevantes são relacionados ao rendi-
mento de grãos. Nesse caso, o melhor exemplo referente às estirpes Ab-V5 
e Ab-V6 é indicado na meta-análise de 103 ensaios conduzidos no Brasil, na 
qual foi confirmado incremento médio estatisticamente significativo no rendi-
mento de grãos de 5,4%, e de 3,6% no teor de N nos grãos (Barbosa et al., 
2022). Os benefícios foram observados em híbridos simples, duplos ou tri-
plos, em variedades precoces e super precoces, transgênicas e não transgê-
nicas. Benefícios foram observados em solos com diferentes teores de maté-
ria orgânica, de <2 a >4%, de textura argilosa, média ou arenosa, sob plantio 
direto ou convencional, em clima tropical ou subtropical. Consequentemente, 
uma tecnologia amplamente aplicável às condições das áreas cultivadas no 
território nacional (Barbosa et al., 2022).

Os principais mecanismos microbianos e os respectivos benefícios associa-
dos a eles já confirmados em milho inoculado com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 
de A. brasilense podem ser visualizados na Figura 3.

Redução na adubação nitrogenada de cober-
tura do milho pela inoculação com as estirpes  
Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense
Na década seguinte à do lançamento das estirpes de Azospirillum para o 
milho, entre as perguntas mais frequentes estava a de viabilidade de redução 
da adubação nitrogenada de cobertura, o que traria forte impacto econômico 
para o agricultor. 

Para atender a essa demanda, foram conduzidos 30 ensaios de campo ao 
longo de dez anos, 26 dos quais em primeira safra (Hungria et al., 2022). 
Foram empregados 12 genótipos comerciais de milho adaptados e mais cul-
tivados aos locais dos ensaios. Em cada local, os tratamentos receberam a 
mesma adubação com macro e micronutrientes, de acordo com a análise de 
solo e 24 kg/ha de N na semeadura.
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Figura 3. Principais mecanismos promotores do crescimento de plantas confirmados 
em milho pela inoculação com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense. 

Na análise de todos os ensaios, independentemente do nível de adubação 
nitrogenada em cobertura, a inoculação com Ab-V5 e Ab-V6 resultou em 
incremento médio no rendimento de grãos de 3,1% (Hungria et al., 2022). 
Incrementos significativos foram confirmados em todas as condições analisa-
das, de clima subtropical ou tropical, em ampla faixa de rendimento de grãos, 
em solos argilosos ou arenosos, com diferentes teores de matéria orgânica 
(Figura 4). Esses resultados indicam que a tecnologia é aplicada às mais 
diversas condições de cultivo de milho no Brasil. 
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Figura 4. Incremento médio porcentual (± intervalo de confiança) no rendimento de 
grãos de milho, como resultado da inoculação com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de 
Azospirillum brasilense, em diferentes condições. 
Fonte: Hungria et al. (2022).

Em relação à adubação nitrogenada de cultura, incrementos significativos no 
rendimento foram obtidos em todas as doses estudadas, não sendo signifi-
cativos apenas no fornecimento de 50% (Figura 5). Concluiu-se que, nessa 
dose, o N fornecido pode não ter sido suficiente para suprir a demanda ne-
cessária para aumentar a produtividade do milho (Hungria et al., 2022). Deve-
se destacar, porém, que o maior incremento no rendimento pela inoculação 
foi obtido somente com o N na semeadura, indicando que a tecnologia pode 
ser uma ferramenta importante para sistemas de produção com baixo nível 
de investimento.

O principal resultado do estudo, porém, provavelmente foi o de que, em 26 
ensaios que permitiram a comparação do tratamento não inoculado rece-
bendo 100% de N em cobertura com o tratamento inoculado recebendo 75% 
do N em cobertura, não houve diferença estatística no rendimento de grãos 
em nenhum dos ensaios (Figura 6). Esse conjunto de dados sólido, obtido 
nas principais regiões produtoras do Brasil (Sul, Sudeste, Centro-Oeste, 
Nordeste), em dez anos, permite a recomendação de redução da adubação 
nitrogenada de cobertura no milho em 25% quando inoculado com as estir-
pes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense. 
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Figura 6. Rendimento de milho em 26 dos 30 ensaios (número do ensaio no eixo 
X) onde houve a comparação dos tratamentos não inoculado com 100% do N de 
cobertura e inoculado na semeadura com Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6 e 
75% do N de cobertura. Locais: LU, Lutécia; TL, Três Lagoas; LD, Londrina; LM, Luis 
Eduardo Magalhães; GU, Guapirama; BN, Bonito; CD, Cachoeira Dourada; PG, Ponta 
Grossa; CM, Cândido Mota. 
Fonte: Hungria et al. (2022). 
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Figura 5. Incremento médio porcentual (± intervalo de confiança) no rendimento de 
grãos de milho, como resultado da inoculação com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de 
Azospirillum brasilense e recebendo 24 kg/ha de N na semeadura e diferentes doses 
em cobertura ao redor de 35 dias após a emergência, com 100% correspondendo a 
90 kg/ha de N em cobertura na forma de ureia. 
Fonte: Hungria et al. (2022).



27Inoculação do milho com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 DE Azospirillum brasilense: redução na 
adubação nitrogenada de cobertura e mitigação na emissão de gases de efeito estufa

Cabe salientar que a redução indicada no estudo de Hungria et al. (2022) é 
referente a uma adubação de 90 kg/ha de N, sendo plausível conseguir redu-
ções percentuais maiores em doses mais elevadas de fertilização, conforme 
demonstrado em dois ensaios conduzidos em Selvíria, MS, onde foi possível 
reduzir em 50% a dose de 200 kg/ha de N (Galindo et al., 2019).

Cuidados que devem ser tomados com o 
inoculante e com o processo de inoculação
Os benefícios pela inoculação do milho com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. 
brasilense só serão observados se foram adotadas boas práticas de inocula-
ção, que envolvem cuidados desde a compra até a utilização do inoculante.

Inoculantes

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

2. Verificar o prazo de validade do inoculante, que deve constar da embala-
gem. Jamais comprar inoculante vencido.

3. Certificar-se de que o produto, antes de ser comprado, era conservado 
em condições adequadas de umidade e temperatura (no máximo 30ºC). 
Após a aquisição, conservar o inoculante em local protegido do sol e are-
jado até o momento de uso. Não esquecer que o inoculante contém seres 
vivos, sensíveis ao calor.

4. Para inoculantes à base de Azospirillum a legislação exige uma concen-
tração mínima de 108 células/g ou mL de inoculante.

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

Inoculação

A inoculação deve ser feita preferencialmente nas sementes, no momento 
da semeadura, visando maximizar a contribuição dos processos microbianos 
pelo maior tempo da cultura. O inoculante pode ser misturado às sementes 
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em tambor rotatório, ou em máquina de tratamento de sementes, ou outros 
processos, desde que sejam eficientes na distribuição. 

Como alternativa, é possível realizar a inoculação no sulco de semeadura, 
com equipamento destinado a esse fim. Nesse caso, a dose de inoculante 
deve ser dobrada.

É importante salientar que:
1. No caso de inoculante turfoso, usar solução açucarada a 10%, para per-

mitir a aderência do inoculane às sementes.
2. Como particularmente a estirpe Ab-V6 é forte produtora de fitormônios, a 

dose especificada pelo fabricante deve ser rigorosamente seguida, uma 
vez que o excesso pode, em vez de resultar em importantes incrementos 
no sistema radicular, inibir o crescimento. 

3. Cuidar para que a distribuição do inoculante líquido nas sementes seja 
uniforme; 

4. A temperatura no momento da semeadura, ou no depósito de sementes 
na máquina de semeadura, é crítica. Evitar, ao máximo, deixar as se-
mentes expostas ao sol e redobrar a atenção quanto à temperatura no 
depósito de sementes.

5. Não se recomenda a inoculação diretamente na caixa semeadora, o que 
dificulta a cobertura uniforme das sementes.

6. Evitar o aquecimento excessivo no depósito de sementes da máquina, 
pois o calor pode matar as bactérias.

7. Semear imediatamente ou, no máximo, dentro de 24 h após a inoculação.
8. Não semear “no pó”, pois a sobrevivência de Azospirillum no solo depen-

de de umidade e temperaturas amenas no solo. Uma boa cobertura mor-
ta na superfície do solo propicia temperaturas mais amenas e menores 
perdas de água por evaporação.

9. Agroquímicos, em particular agrotóxicos, podem reduzir acentuadamen-
te a sobreviência do A. brasilense nas sementes (Santos et al., 2020); 
consequentemente, em sementes tratadas, realizar a semeadura o mais 
breve possível, ou optar pela inoculação no sulco.

10. No caso de sementes tratadas com agroquímicos, o inoculante deve 
ser colocado por último e a semeadura deve ser realizada o mais breve 
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possível. Se não for possível semear em 24 h, repetir o processo de 
inoculação.

11. Na inoculação via sulco de semeadura, não adicionar outros produtos na 
calda sem antes saber se há compatibilidade com o inoculante, mesmo 
sendo produtos biológicos. Usar a calda em até 6 h e tentar evitar que a 
temperatura ultrapasse 32oC durante a aplicação.

Benefícios econômicos e ambientais pela 
inoculação do milho com as estirpes  
Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense
Na busca por uma agricultura mais sustentável, a tecnologia de inoculação do 
milho na semeadura com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense propi-
cia redução importante na emissão de gases de efeito estufa. Considerando 
a dose de 90 kg/ha de N em cobertura, a redução de 25% do N implica em 
mitigação de 236 kg/ha de equivalentes de CO2, considerando a taxa de con-
versão de 1 kg de N=10,5 kg de equivalentes de CO2. 

Em termos econômicos, com preço médio da ureia e do inoculante no mer-
cado em 07/2022, a economia para o agricultor é da ordem de R$ 260/ha 
(Figura 7). 

A inoculação do milho com A. brasilense atende a demandas importan-
tes e atuais da agricultura brasileira, especificadas no Plano Nacional de 
Bioinsumos (Brasil, 2020), que visa a ampliação do uso de produtos químicos 
por biológicos; no Plano Nacional dos Fertilizantes (Brasil, 2021), proporcio-
nando maior eficiência de uso dos fertilizantes; e na portaria atual do Plano 
Setorial para Adaptação à Mudança do Clima e Baixa Emissão de Carbono 
na Agropecuária - ABC+ (Brasil, 2022), contribuindo para a mitigação na 
emissão de gases de efeito estufa. 
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Figura 7. Benefícios econômicos e ambientais pela inoculação do milho com as estir-
pes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense. 
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Tecnologia de inoculação de milho com as estirpes 
Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense 

• Aplicável em ampla variedade de condições edafoclimáticas.

• Permite redução de 25% da adubação nitrogenada de cobertura.

• Aumenta a eficiência de uso dos fertilizantes pelas plantas.

• Diminui a emissão de gases de efeito estufa.

• Aumenta a lucratividade do agricultor.

• Está em consonância com estratégias de agricultura de baixo 
carbono.

• Modelo de tecnologia para uma agricultura mais sustentável.
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