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Apresentação

A preocupação crescente da sociedade com a preservação e a
conservação ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo
de tecnologias para a implantação de sistemas de produção agrícola
com enfoques ecológicos, rentáveis e socialmente justos. O enfoque
agroecológico do empreendimento agrícola se orienta para o uso
responsável dos recursos naturais (solo, água, fauna, flora, energia
e minerais).
Dentro desse cenário, a Embrapa Agrobiologia orienta sua
programação de P&D para o avanço de conhecimento e
desenvolvimento de soluções tecnológicas para uma agricultura
sustentável.
O documento 232/2007 vem de encontro a meta da Unidade de
gerar pesquisas sobre o uso de bactérias diazotróficas para
aplicação em gramíneas, com ênfase nas pesquisas realizadas com
cana-de-açúcar, milho, arroz, trigo e sorgo. Neste documento são
analisados os diversos tipos de produtos disponíveis no mercado
como também o uso destes no mundo.

José Ivo Baldani
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Uso de Bactérias Fixadoras de Nitrogênio
como Inoculante para Aplicação em
Gramíneas

Veronica Massena Reis

1. Introdução
Dentre os problemas da agricultura brasileira, um dos principais
refere-se ao avanço desordenado da fronteira agrícola, uso
inadequado de sistemas de rotação de culturas e não
aproveitamento de resíduos dos plantios anteriores. Todas estas
práticas agrícolas denominadas de conservacionistas, ao longo do
tempo podem levar a exaustão das reservas de nutrientes do solo,
desde que o manejo não seja eficiente. Alternativas que permitam
aumentar a eficiência do uso dos insumos, diminuir o tempo de
mineralização dos nutrientes e também, aumentar o sistema
radicular por aumento da área de absorção das raízes, podem atuar
de forma conjunta no crescimento vegetal. Dessa forma, existe um
grande interesse em práticas alternativas que visem a redução na
aplicação de insumos ou mesmo da melhoria da absorção destes,
nas áreas de produção agrícola. Dentre os vários processos
biológicos que ocorrem na natureza, a fixação biológica de
nitrogênio atmosférico (FBN) é realizada por um grupo restrito de
bactérias denominadas diazotróficas.

Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) são benéficas
às plantas e possuem a capacidade de colonizar as raízes e outros
tecidos internos do vegetal, sem causar sintomas de doenças. Este
estímulo ao crescimento se dá através de diferentes mecanismos,
tais como a fixação biológica de nitrogênio e a produção de
hormônios de crescimento como auxinas e giberelinas, que
favorecem o crescimento vegetal principalmente das raízes e que
atuam na maior absorção de nutrientes e água (PEOPLES et al.,
1995; FALLIK et al., 1988; DOBBELAERE et al., 1999;
LAMBRECHT et al., 2000; LIN et al., 1983). Além disto, podem agir
como solubilizadores de fosfatos ou mesmo este grupo pode
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acelerar processos biológicos como a mineralização (PERSELLO-
CARTINEAUX et al., 2003). Também podem agir no crescimento
vegetal de forma indireta, protegendo a planta de fungos patógenos
do solo ou de bactérias patogênicas através de vários mecanismos
como a produção de sideróforos, antibiose, chitinases e glucanases
que podem lisar células bacterianas (WHIPPS, 2001). Vários
gêneros são conhecidos como BPCV, tais como: Azospirillum,
Azoarcus, Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Pseudomonas, Serratia, e
mesmo os rizóbios são incluídos neste grupo (REIS et al., 2000;
SOMERS et al., 2004). Estima-se que aproximadamente 5% das
bactérias procarióticas carregam os genes responsáveis pelo
processo biológico de fixação de nitrogênio (RAYMOND et al., 2004)
sendo estes distribuídos nos cromossomas ou em plasmídeos.
Novos sistemas fixadores também foram descritos como o caso da
nitrogenase dependente da super-óxido dismutase em
Streptomyces thermoautotrophicus (GADKARI et al., 1992), o que
pode abrir um novo caminho de descobertas de espécies que o
utilizam Dentre estas, as do gênero Azospirillum principalmente a
espécie A. brasilense, tem sido usada como inoculante em diversas
culturas tais como: cereais, algodão, tomate, banana, cana-de-
açúcar, café, forrageiras do gênero Brachiaria, etc (REIS et al.,
2000). Produtos a base de A. brasilense tem sido preconizados para
co-inoculação de soja, juntamente com Bradyrhizobium tanto na
Argentina como na África do Sul. Dessa forma, existe um grande
interesse em práticas alternativas, que visem à redução na
aplicação de insumos (fertilizantes, etc) ou mesmo da melhoria da
absorção destes, nas áreas de produção agrícolas.

2. Uso na agricultura
Mas o que é este inoculante: neste caso o produto refere-se à
utilização de microrganismos vivos, capazes de promover o
crescimento vegetal de forma direta ou indireta, através de
diferentes mecanismos sendo denominados mundialmente de
biofertilizantes, sendo que no Brasil o produto mais famoso é o
inoculante para a soja, campeão de venda nesta categoria
(estimativa em torno de 99% do mercado atual). Produtos que

BALDANI, V. L.. D. Efeito da inoculação de Herbaspirillum spp.
no processo de colonização e infecção de plantas de arroz e,
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4. Considerações finais
O maior obstáculo para a utilização desta tecnologia é a chamada
“inconsistência” de resultados em experimentos de campo. Esta
inconsistência está ligada a fatores tais como condições edafo-
climáticas e a interações com a biota do solo. Estes mesmos dados
inconsistentes são encontrados quando se avalia a inoculação de
soja com Rhizobium ou mesmo para o feijão, amendoim etc. Estes
dados também são observados quando se testa um novo pesticida.
Os resultados de sucesso também estão ligados a fatores
relacionados a bactéria tais como o número ideal de células por
semente e a fisiologia desta célula. Outro fator que impede o
sucesso maior está relacionado ao estabelecimento de um
programa de seleção de estirpes que deve ser testado em vários
locais e variedades, visando estabelecer as condições ideais de uso
da tecnologia (experimentos em rede).  Esta sintonia bactéria-
hospedeiro pode indicar que algumas linhagens são mais receptivas
do que outras e buscar neste material genético o diferencial de
seleção para que possa ser incorporado em novos programas de
melhoramento.

Entretanto, a utilização de bactérias que promovam o crescimento
vegetal através de diversos mecanismos e que auxiliem na maior
absorção de água e nutrientes, fixe nitrogênio do ar, atuem no
controle biológico entre outros efeitos, não poderá ser descartado.
Desenvolver um produto, baseado no conhecimento acumulado e
no parque industrial já instalado no Brasil, só depende de um ajuste
no processo tecnológico para que o produto gerado atenda as
necessidades da agricultura.

5. Referências Bibliográficas
BALDANI, J. I.; CARUSO, L. V.; BALDANI, V. L. D.; GOI, S. R.;
DOBEREINER, J. Recent advances in BNF with non-legume plants.
Soil Biology and Biochemistry, London, v. 29, p. 911-922, 1997.

contém bactérias capazes de controlar patógenos são conhecidos
como biopesticidas ou inseticidas biológicos (VESSEY, 2003).

Mas o que se tem disponível de tecnologia neste setor, que pode
ser a base tecnológica para a venda de outros produtos? A história
da FBN no Brasil teve grande impulso na década de 80, baseado
nos estudos de inoculação com bactérias diazotróficas, publicados
pela Dra Johanna Döbereirer e colaboradores (DÖBEREINER &
DAY, 1976). Estes estudos foram realizados principalmente com as
bactérias do gênero Azospirillum, que eram as mais conhecidas
naquela época, sendo a estirpe Cd pertencente à espécie A.
brasilense a mais utilizada nos diversos estudos (VANDE BROEK &
VANDERLEYDEN 1995; OKON & VANDERLEYDEN, 1997).
Fazendo um balanço dos resultados de experimentos de inoculação
com Azospirillum, verificou-se uma grande variabilidade nos
resultados em culturas como o trigo, arroz, milho e sorgo, onde a
média de incremento no rendimento das culturas estava em torno de
20 a 30%. SUMNER (1990) descreveu um levantamento de dados
sobre a aplicação de estirpes de Azospirillum em cereais e observou
que 32 ensaios apresentaram respostas positivas à inoculação
enquanto que outros 7 (a maioria com trigo) mostraram resultados
negativos na produção de grãos (dados do período de 1983 a 1985).
De uma maneira geral, 60 a 70% dos experimentos citados por
OKON & LABANDERA-GONZALEZ (1994), mostraram incrementos
de produção com a inoculação, no entanto, somente 5-30%
apresentaram respostas estatisticamente significativas. Esta
variabilidade pode estar relacionada a várias fases do processo bem
como ao limitado conhecimento sobre o potencial de uso destes
organismos. Neste processo, um dos complicadores é a
transferência do N fixado para a planta, que ocorre muito lentamente
e apenas uma pequena parte torna-se disponível para o vegetal
(DOMMELEN et al., 1998). DOBBELAERE et al. (2001) apresentam
um sumário de experimentos envolvendo a inoculação de
Azospirillum conduzidos na década de 90 em diversos países tais
como: Israel, França, Bélgica, Argentina, Uruguai, México e África
do Sul. Na Bélgica a inoculação de A. brasilense estirpe Sp245 e A.
irakense KBC1 aumentaram a biomassa seca de plantas de trigo em
62 e 46% respectivamente (P=0,05). Outras revisões, mais
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recentes, também apresentam resultados do uso destes produtos
para a agricultura (BURDMAN et al., 2000; KENNEDY et al., 2004;
LUCY et al., 2004). Mas sem dúvida, o maior esforço governamental
para a utilização de inoculante para gramíneas foi feito no México.
Os resultados mostraram incrementos da ordem de 26% em média
na produção avaliando-se 171 locais de plantio em 678 ha. O maior
efeito foi observado principalmente em locais onde o uso de
fertilizante foi menor, em solos arenosos e usando cultivares
domésticos. Este esforço foi desenvolvido pela Universidade
Autônoma do México, vinculado à Secretaria de Desenvolvimento
Rural, no Estado de Puebla e em 2002 produziu inoculante a base
de Azospirillum para uso em 15.000 hectares de milho, trigo e
cevada. Atualmente, a empresa ASIA (Assessoria Integral
Agropecuária S.A.) no México, vende um produto para milho e sorgo
e outro para trigo e cevada contendo uma mistura de estirpes de
Azospirillum brasilense. Outras companhias na América do Sul
também estão desenvolvendo produtos novos contendo Azospirillum
como por exemplo a Lage & Co no Uruguai e a Nitrasoil e Nitragin
na Argentina.

Outro fator ligado ao sucesso da inoculação refere-se à escolha da
estirpe e o estágio fisiológico desta por ocasião da inoculação.
Embora o termo especificidade hospedeira não seja usado para
caracterizar estas associações, tem-se demonstrado que existe
certa afinidade entre estirpes e cultivares (WANI et al., 1985) ou
entre a bactéria e espécies de plantas (PENOT et al., 1992).
Estudos mostrando que o genótipo da planta interfere na resposta à
inoculação, foram demonstrados para trigo (KAPULNIK et al., 1987;
CABALLERO-MELLADO et al., 1992), milho (GARCIA DE
SALOMONE et al., 1996) e milheto (BOUTON et al., 1985). Usando
a metodologia de diluição isotópica de 15N, URQUIAGA et al., (1992)
mostraram claramente a diferença entre variedades de cana-de-
açúcar quanto ao ganho de N derivado da FBN, embora neste caso
as plantas não foram inoculadas (URQUIAGA et al., 1992).

Estudos prévios de seleção de estirpes mostraram que o uso de
estirpes homólogas pode promover aumentos de produção, porém
este conceito não tem sido aplicado com muita freqüência nos
trabalhos de inoculação de gramíneas a campo. BALDANI et al.

grãos (FAGES & MULARD, 1988). A companhia Soygro, na África
do Sul, produziu de 1998 a 2001, um inoculante de Azospirillum
para 150.000 ha de milho, 12.000 ha de trigo e experimentalmente
para 500 ha de sorgo. Foi observado efeito de 10-30% sobre o
controle não inoculado durante 5 anos (1998-1999).
Aproximadamente 15% da área de 150.000 ha de leguminosas
foram co-inoculados com Azospirillum brasilense neste país
(DOBBELAERE et al., 2001). No México, foi desenvolvido pela
Universidade de Puebla, um inoculante a base de Azospirillum,
denominado “Fertilizante para Milho”, que tem sido usado com
sucesso visto a sua aplicação em 5.000 ha no ano de 1993 (OKON
& LABANDERA-GONZALEZ, 1994). Na Índia, várias indústrias
produzem biofertilizantes contendo Azospirillum tais como:
“Manufacturers of Biofertilizers”, “Pro Solutions”, “Nikita Agro
Industries”, “Madras Fertilizers Ltda” e “International Panacea
Limited”, além de outros contendo Gluconacetobacter para cana-de-
açúcar, solubilizadores de fosfato e micorrizas. A Argentina lançou
produtos contendo Azospirillum produzidos pela EcoFértil que visam
estimular o crescimento de raízes através de efeito hormonal. Além
disto se recomenda também a inoculação de A. brasilense estirpe
Sp7 para soja, junto com o Bradyrhizobium.

Diversos autores têm observado variações na resposta a inoculação
com Azospirillum em função do tipo e forma de aplicação do
inoculante. FALLIK & OKON (1996) por exemplo, obtiveram um
aumento de 15% na produção de grãos de milho quando fizeram
uso da turfa granulada em comparação com a pulverização no sulco
e semente peletizada que aumentaram a produção em 11 e 3%,
respectivamente. Já a pulverização pós-emergência das sementes,
teve um efeito negativo de 2% na produção de grãos. BALDANI et
al. (1983), também obtiveram um maior aumento na produção de
grãos de trigo usando turfa granulada (35%) em comparação com
inoculante oleoso (19%).
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encapsulamento das células e só a liberam após a degradação do
polímero, e assim previnem as células de estresses ambientais
(JUNG et al., 1982). Este processo tem como desvantagem a
necessidade de mão de obra especializada e, conseqüentemente, o
custo é mais elevado.

Quanto a aplicação do inoculante, geralmente o produto é aplicado
diretamente sobre a semente, com a ajuda de um adesivo. Outras
formas também foram desenvolvidas como a peletização, uso de
inoculante líquido, granulado, etc.

Diversos autores têm observado variações na resposta a inoculação
com Azospirillum em função do tipo e forma de aplicação do
inoculante. FALLIK & OKON (1996) por exemplo, obtiveram um
aumento de 15% na produção de grãos de milho quando fizeram
uso da turfa granulada em comparação com a pulverização no sulco
e semente peletizada que aumentaram a produção em 11 e 3%,
respectivamente. Já a pulverização pós-emergência das sementes,
teve um efeito negativo de 2% na produção de grãos. BALDANI et
al., (1983), também obtiveram um maior aumento na produção de
grãos de trigo usando turfa granulada (35%) em comparação com
inoculante oleoso (19%).

Inoculantes comerciais contendo A. brasilense foram lançados no
mercado mundial. Nos Estados Unidos um produto com o nome de
Azo-GreenTM foi produzido pela companhia Gênesis Turfs Forages e
recomendado para aumentar o vigor da semente, estabelecimento
do sistema radicular, resistência a geada e uma melhoria geral da
saúde da planta. Na Itália, Alemanha e Bélgica foi desenvolvido um
produto contendo uma mistura de A. brasilense (estirpe Cd) e A.
lipoferum (estirpe Br17) comercializado na forma de mistura com
vermiculita ou em forma líquida. O nome comercial do produto é
Zea-NitTM, produzido pela companhia Heligenetics. Segundo os
fabricantes, este produto reduziria em 30 a 40% a aplicação do
nitrogênio necessário à cultura. Na França foi lançado um produto
outro produto a base de Azospirillum contendo a estirpe CRT1 e
produzido pela industria Lipha. O uso deste inoculante, em um
experimento com milho na Estação de Agbasar, no nordeste de
Togo, na África, promoveu o aumento de 100% na produção de

(1983; 1987) sugeriram que a superioridade da estirpe Sp 245 de A.
brasilense nos estudos de inoculação em trigo deve estar
relacionada com a seleção inicial e uso de estirpes homólogas. O
estágio fisiológico da bactéria também pode influenciar a
sobrevivência do inóculo.

A inoculação de Azospirillum na presença de pequenas doses de
fertilizantes nitrogenados tem mostrado uma maior eficiência para o
sistema planta/bactéria quando comparado com o uso isolado da
bactéria. DIDONET et al. (1996), observaram que a produção de
grãos de trigo inoculado com a estirpe JA04 de A. brasilense, e
complementado com 15 kg de N ha-1, não diferiu estatisticamente do
tratamento controle que recebeu a adubação equivalente a 45 kg N
ha-1, feita em cobertura. DOBBELAERE et al. (2002) observaram
ganhos com a inoculação de A. brasilense, estirpe Sp 245 e A.
irakense, estirpe KBC 1, em plantas de trigo (4 experimentos) e
milho sob condições de casa de vegetação. O efeito da inoculação
foi mais pronunciado na menor concentração de células (105-106 ufc
planta-1) estimulando o desenvolvimento radicular e a biomassa
vegetal do trigo. Também foi observado que a dose de N mais baixa
(150 mg planta-1) e intermediária (250 mg planta-1) foram
responsáveis pelos maiores ganhos de massa de raiz, da planta e
dos grãos além de uma maior eficiência da absorção de N pelas
plantas de trigo. Já no caso do experimento de milho, o número de
células não interferiu. Neste caso a estirpe KBC 1 obteve melhores
resultados que a SP 245, ao inverso do trigo.

Examinando-se a literatura, observa-se que o número de trabalhos
que investigaram a inoculação de Azospirillum em condições de
campo diminuiu muito nos últimos 5 anos. O mesmo não se pode
dizer quanto à descoberta de novas espécies de bactérias
promotoras de crescimento, tais como G. diazotrophicus, H.
seropedicae, H. rubrisubalbicans e B. tropica. Estas novas espécies
possuem um modo de colonização diferente, já que são espécies
consideradas endofíticas obrigatórias. Estas espécies podem
colonizar o tecido interno das plantas sem causar sintomas de
doenças e possuem baixa sobrevivência no solo (BALDANI et al.,
1997). Alguns estudos de inoculação em arroz mostraram
resultados promissores para a inoculação de plantas com estirpes
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de Herbaspirillum seropedicae (aumentos de 17-19% do N derivado
de FBN) e Burkholderia sp. (11 a 20%) em experimento de vasos
(BALDANI, 1996). Já no campo, dependendo da variedade de arroz
plantada, o incremento na produção pode chegar a 50% quando a
inoculação é efetuada com estirpes selecionadas (GUIMARÃES et
al., 1998).

OLIVEIRA et al. (2002) utilizaram uma mistura de estirpes dos
gêneros inoculados em plantas micropropagadas de cana-de-açúcar
(G. diazotrophicus, H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, A.
amazonense e Burkholderia spp) e observaram que este tratamento
foi superior aos demais tratamentos inoculados com um número
menor de estirpes representativas de cada espécie. Os autores
usaram a técnica de delta 15N (marcação natural do solo) e testaram
7 tipos de inoculante. Houve aumento significativo da biomassa
seca total em relação ao controle não inoculado aos 200 e 400 dias
após o plantio. Também foi quantificada a contribuição da FBN
mostrando que a mistura obteve 29,2% do N via o processo
biológico. Estudos recentes utilizando plantios comerciais de cana-
de-açúcar foram usados para verificar a variabilidade dos ganhos de
N via FBN utilizando a metodologia de abundância natural do 15N do
solo. Os resultados mostraram que em 9 dos 11 sítios testados,
ocorreram contribuições do N do ar que variaram de 25 a 60% do N
assimilado (BODDEY et al., 2001).

3. O Inoculante
Das bactérias diazotróficas associativas, o gênero Azospirillum foi o
mais usado para a produção de inoculantes comerciais ou
experimentais para a agricultura (FAGES 1992, 1994) e estes
resultados foram posteriormente apresentados por outros autores
(CABALLERO-MELLADO et al., 1992; PAREDES-CARDONA et al.,
1988). Dentre as várias características que um inoculante deve
possuir podemos destacar: o estado fisiológico da célula; o número
elevado de células no produto, o número de células por semente e a
longevidade do produto (VANDE BROEK et al., 2000; OKON &
LABANDERA-GONZALEZ,  1994).

Diversos estudos foram feitos no sentido de multiplicar células de
forma a melhorar a sobrevivência da bactéria nos inoculantes
(BURDMAN et al., 1998; FALLIK & OKON, 1996). Os estudos têm
mostrado que o inoculante de Azospirillum pode apresentar uma
queda no número de células abaixo de 106 células por g de turfa (ou
mL se for líquido) após quatro meses de estocagem. O ideal seria
que este número se mantivesse em torno de 109 células por grama
de veículo (turfa ou líquido) por seis meses, sendo este tempo
alcançado para o rizóbio nas mesmas condições de estocagem.
Desta forma, estruturas de reserva podem ajudar a manter a
viabilidade celular. Bactérias do gênero Azospirillum são capazes de
acumular poli-β-hidroxibutirato (PHB), um material de reserva que
permite às bactérias resistirem às condições de estresses
ambientais (TAL & OKON, 1985). Esta substancia pode acumular de
forma diferenciada de acordo com o meio de cultivo utilizado e
diversos estudos foram feitos para que a estirpe apresentasse um
conteúdo elevado de PHB por ocasião do preparo do inoculante,
visando maior longevidade celular (BURDMAN et al., 1998).

A competitividade com outras estirpes nativas ou mesmo outros
componentes da microbiota do solo, pode prevenir a colonização
radicular por bactérias usadas como inoculante, sendo este outro
fator de importância para o sucesso da inoculação. De uma forma
geral busca-se selecionar estirpes competitivas em condições de
solo natural e utilizá-las em número elevado por ocasião da
inoculação, permitindo que esta população introduzida seja
favorecida em detrimento de outras indesejáveis e em menor
número no solo.

O veículo de inoculação (sólido e líquido) é outro aspecto que deve
ser considerado nos experimentos de inoculação em gramíneas. O
substrato sólido mais usado é a turfa estéril neutralizada, baseado
no conhecimento já adquirido com o inoculante desenvolvido para
rizóbio e também devido ao seu baixo custo. A mesma pode ser
usada pura, na forma de pó ou granulada, e em mistura com argilas
(vermiculita) ou com carvão. No caso dos inoculantes líquidos, tem-
se feito uso de óleo mineral (década de 80-90) e de polímeros
como, por exemplo, o alginato e a goma xantana  que  promovem  o
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