ANEXO a IN SDA 13, de 25/03/2011

PROTOCOLOS OFICIAIS PARA AVALIACAO DA VIABILIDADE E EFICIENCIA
AGRONOMICA DE CEPAS PRODUTOS E TECNOLOGIAS RELACIONADA AS
BACTERIAS ASSOCIATIVAS.

1. DEFINICOES
Para os fins deste protocolo considera-se:

Inoculante — produto que contenha micro-organismos com atuagdo favoravel ao crescimento
de plantas.

Tecnologias — conjunto de procedimentos adotados no uso e aplicacdo de inoculantes.

Cepas — grupo de micro-organismos com caracteristicas genéticas idénticas, distinto de
outros grupos dentro da mesma espécie.

2. CONDICOES BASICAS PARA RECOMENDACAO DE PRODUTOS
INOCULANTES E TECNOLOGIAS.

2.1. Apresentacao de Relatorio Técnico-Cientifico conclusivo, conforme item 4.3.6. O(s)
pesquisador(es) coordenador(es) pela avaliagio da viabilidade e eficiéncia agrondmica
deve(m) necessariamente pertencer a instituicdo de pesquisa oficial ou credenciada e possuir
expertise em microbiologia.

2.2. Os testes devem contemplar a avaliagdo de qualidade do produto em laboratério de
acordo com os métodos oficiais quando existentes. Nos testes de novas tecnologias que
envolvam a exposicao das células a condigdes estressantes deve ainda ser conduzido ensaio
laboratorial de sobrevivéncia de células sobre sementes, de acordo com método oficial.

Os ensaios de avaliagdo de eficiéncia devem ser conduzidos em casa de vegetagdo e viveiro
ou campo, a depender do modo de acdo e da finalidade de uso do inoculantes. Quando as
avaliagdes dos produtos forem realizadas apenas em casa de vegetacdo ou viveiro, os
ensaios deverdo ser conduzidos por pelo menos quatro vezes, com o emprego de diferentes
cultivares, quando aplicavel.

As avaliagdes de campo deverdao ser conduzidas em, pelo menos, dois locais em condigdes
edafoclimaticas distintas, tecnicamente adequadas a cultura, por no minimo duas safras
agricolas ou, pelo menos em quatro locais em condigdes edafoclimaticas distintas
tecnicamente adequadas a cultura em questdo em uma Unica safra. Deve ser dada prioridade
a condugao dos experimentos em locais representativos da cultura.



Os ensaios que forem implantados mas nao puderem ser colhidos por questdes que fujam ao
controle dos envolvidos com a pesquisa nao serao considerados na totalizacao de ensaios
realizados.

A critério do MAPA poderdo ser exigidos ensaios de campo para comprovagao de eficiéncia
de novas tecnologias de inoculagao.

Eventuais desvios do protocolo minimo aqui apresentado deverdo ser justificados
tecnicamente no Relatorio Técnico-Cientifico conclusivo (item 4.3.6)
3. CONDICOES BASICAS PARA RECOMENDACAO DE NOVAS CEPAS.

Apresentacdo de Relatorio Técnico-Cientifico conclusivo, conforme item 4.3.6, que atenda
a todos os requisitos especificados para avaliagdo de cepas.

4. AVALIACAO DA VIABILIDADE E EFICIENCIA AGRONOMICA DE CEPAS,
INOCULANTES E TECNOLOGIAS DE INOCULACAO.

4.1. Avaliacdo em laboratério

Cepas: As cepas apresentadas para oficializagdo deverdo ser caracterizadas genética e
morfofisiologicamente.

Produtos: Os produtos formulados utilizados nos testes, deverdo ser caracterizados em
laboratorio quanto a identidade, pureza e concentragao, conforme métodos oficiais.

Tecnologias: Na avaliacdo de novas tecnologias que envolvam a sobrevivéncia da bactéria
nas sementes deverdo ser conduzidos testes laboratoriais de sobrevivéncia, de acordo com
método oficial. A sobrevivéncia das bactérias no final do prazo limite especificado pelo
proponente para o produto em teste devera ser comparada com o tratamento testemunha que
reproduza a recomendagdo técnica, ou seja, determinagdo da sobrevivéncia do micro-
organismo no mesmo dia da inoculacdo, sendo as bactérias protegidas dos fatores
estressantes.

4.2. Testes de selecao de cepas (tubos de ensaio)

Colocar as sementes pré-germinadas em tubos, contendo solucao autoclavada de Hoagland
agarizada a 0,6%' ou similar. Inocular a suspensdo das cepas em fase de crescimento e
concentracdo de células compativeis com o objetivo do estudo em cada tubo. Devem ser
empregados no minimo quatro repeticdes para cada tratamento.

4.2.1. Os testes de selecdo de cepas em tubos de ensaios deverdo conter, no minimo, os
seguintes tratamentos

Tratamento 1. Auséncia de inoculagdo e de fertilizante nitrogenado;

Tratamento 2. Controle sem inoculagdo, com suprimento de nitrogénio na concentracao
recomendada para a cultura;

Tratamentos 3. Inoculacdo de cepas ja recomendadas para a cultura, testadas
separadamente, quando existentes;



Tratamentos 4. Cepas a serem testadas.

4.2.2. Parametros minimos a serem avaliados: nimero (NMP) das bactérias diazotroficas,
massa fresca e seca da parte aérea, superficie ou volume radicular e N total at¢ no maximo
40 dias ap0s a inoculagdo.

Registrar as condigdes de conducdao dos experimentos, como por exemplo temperatura,
luminosidade, umidade, etc.

Cuidados de assepsia devem ser observados durante o preparo dos tubos, inoculagdo e
conducao dos testes.

4.3. Avaliacdo de cepas, inoculantes e tecnologias em casa de vegetacdo e testes de
eficiéncia agrondmica a campo

Antes de realizar o ensaio em casa de vegetacdo ou a campo devem ser levadas em conta as
seguintes consideracdes: a) o veiculo usado na formulacdo do inoculante, b) adicdo de
aditivos ou adjuvantes para eficiéncia de adesdo do inoculante as sementes, ¢) cuidados
essenciais apos o preparo das sementes inoculadas durante as fases pré e pds-semeadura.

Cuidados devem ser tomados com as sementes inoculadas como, por exemplo, evitar
exposicdo ao sol e contato com agrotoxicos e garantir condicdes adequadas de
armazenamento.

A metodologia aqui descrita € propria para uma grande maioria de plantas ndo leguminosas
(cereais) e devera sofrer as adaptacdes necessarias para outras culturas.

4.3.1. Principios basicos para o preparo do solo ou area experimental

Andlise quimica do solo utilizado nos experimentos em casa de vegetacdo ou da area
escolhida devera ser realizada para determinagdo da necessidade de correcdo e de adubacao,
de acordo com os requerimentos da cultura. Sempre que possivel, fazer andlise foliar da
cultura anterior para avaliar a demanda de adubagdo com micronutrientes.

Sementes do(s) cereal(ais) ou da cultura alvo, cultivar(es) recomendada(s) para a regiao,
cultivar(es) recomendada(s) para a regido da cultura alvo , depois de inoculadas ou ndo,
serdo semeadas de forma manual em casa de vegetagdo ou a campo. Em grandes areas
também poderdo ser usados equipamentos adequados a semeadura das sementes inoculadas,
desde que respeitado as condigdes de assepsia entre seu uso com os diferentes tratamentos.

As parcelas experimentais deverdo ter no minimo 4,0 x 6,0 m e serao distanciadas em 1,0 m,
com espagamento de acordo com a recomendacdo técnica para cultura em questdo. A
colheita da producdo de graos sera feita nas quatro linhas centrais de cada parcela,
dispensando-se Im em cada cabeceira. O delineamento experimental utilizado deverd ser o
de blocos ao acaso, com, no minimo, quatro repeti¢oes.

4.3.2. Tratamentos

Os experimentos em vasos e¢ de campo deverdo conter, no minimo, 0s seguintes
tratamentos:



Tratamento 1. Auséncia de fertilizante nitrogenado e de inoculagao;

Tratamento 2. Controle com suprimento de nitrogénio mineral na dose recomendada para a
cultura

Tratamento 3. Metade da dose de nitrogénio mineral recomendada para a cultura
Tratamento 4. Inoculagdo padrdao contendo ao menos uma das cepas recomendadas para a
cultura, quando existente.

Observacao: Nos tratamentos 2 ¢ 3 empregar como fonte de N a uréia ou outra fonte
recomendada para a cultura e parcelar a dose total em duas aplicagdes, sendo 50% no plantio
¢ 50% na floragao.

Outros tratamentos envolvendo outras porcentagens de reducdo na dose de N aplicada e
associando doses de nitrogénio com a inoculagdo poderao ser incluidos, a depender do modo
de uso que se pretenda indicar para o produto.

Para a maioria dos graos, a inoculacao padrao consiste em umedecer as sementes com goma
arabica ou polvilho a 3% ou solucdo agucarada 10%, usando no méximo 300 mL por 50 kg
de sementes, e aplicagdo de aproximadamente 1,0 x 10° células por semente, de um
inoculante turfoso com populagdo minima de 1 x 10® células por g ou mL de inoculante. Nos
casos em que esta recomendagdo ndo for seguida, especificar o procedimento de inoculagdo
e concentracao de células no material propagativo.

Sempre usar a mesma populagao de células para a inoculagdo padrao e para os inoculantes
ou cepas em teste, assim como a dose recomendada pelo fabricante (dois tratamentos por
produto, caso a recomendacdo do fabricante resulte em diferente nimero de células por
semente).

4.3.3. Andlises e parametros a serem avaliados

4.3.3.1. Caracterizagdo quimica e fisica do solo

Deverao ser analisadas as caracteristicas quimicas e fisicas dos solos, como pH, macro e
micronutrientes. Para os micronutrientes, analisar apenas aqueles para os quais existirem
métodos de extragao adequados e analises de calibragao.

4.3.3.2. Populagdo de bactérias diazotrdficas
O solo da area experimental devera ter a populacdo de bactérias diazotréficas determinada.

4.3.3.3. Parametros relacionados a cultura

Devem ser avaliados: producao de biomassa vegetal seca (parte aérea e/ou raizes) (g/planta)
e N-total na massa seca (mg N/planta) e nos graos (kg N/ha), bem como outros parametros
inerentes a cultura em questdo. No caso de grdos, apresentar, também os resultados de
eficiéncia das cepas na producdo, representada pelo teor de N nos graos, rendimento da
cultura a 13% de umidade em kg/ha. Os dados de rendimento devem ser apresentados
também para outras culturas.

4.3.4. Anélise estatistica



Os resultados devem ser submetidos a analise de variancia e, quando o teste “F” for
significativo a 5%, as médias dos tratamentos deverdo ser comparadas por um teste de
média adequado, também ao nivel de 5% de significancia. Se o teste de “F” nao for
significativa a 5% mas apresentar significancia a 10%, as médias dos tratamentos deverdo
ser comparadas pelo teste de média, também ao nivel de 10% de significancia.

4.3.5. Interpretacdo dos Resultados

Para recomendagdo de inoculantes ou outras tecnologias, estes devem apresentar resposta
igual ou superior a inoculagdo padrao ou as tecnologias ja recomendadas, respectivamente,
e superior ao controle sem inoculagdao nos quatro ensaios. Para recomendacao de nova cepa,
esta deve apresentar resposta igual ou superior a pelo menos uma cepa ja recomendada para
a mesma cultura, e superior ao controle sem inoculagdo nos quatro ensaios. No caso da
conducdo de um maior nimero de experimentos, o numero de casos positivos deve
representar pelo menos 70% do total.

4.3.6. Relatorio Técnico-Cientifico

O relatdrio técnico-cientifico deve ser redigido em lingua portuguesa, em papel timbrado da
instituigdo e seguir as orientagdes deste protocolo contendo: revisdo bibliografica
enfatizando o objetivo do trabalho, descri¢do completa da metodologia, resultados obtidos e
conclusdo clara sobre a eficiéncia e recomendacao do produto ou tecnologia testada, assim
como a(s) assinatura (s) do(s) pesquisador(es) responsavel(is). Analise dos custos varidveis
entre os controles ¢ o produto ou a tecnologia testada podera ser incluida, a critério da
requerente.
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