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No Brasil, os estudos com bactérias do género Azospirillum tomaram grande
impulso a partir dos trabalhos da pesquisadora Joanna Dobereiner e colaboradores,
na década de 1970. Desde entdo, a associacdo dessas bactérias com vdrias espécies
de plantas, principalmente gramineas e cereais, tem sido bastante estudada. Basica-
mente, esses estudos buscam a possibilidade de utilizacdo agronémica dessas bacte-
rias, como um biofertilizante promotor de crescimento radicular, no sentido de melho-
rar a eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio, de dgua e de outros nutrientes, pelas
plantas dessas espécies.

A medida que mais conhecimento cientifico foi adquirido, nos ultimos anos,
especialmente no que se refere ao motivo pelo qual essas bactérias provocam efeitos
benéficos nas plantas, sua utilizacdo pratica, como inoculante para gramineas em
geral, tem despertado maior interesse. Tais efeitos, descritos até o momento, inclu-
em fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico, promocéo do crescimento radicular,
aumento na absorcdo de nitrogénio, de fdsforo e de potdssio e, também, melhor
utilizacdo da dgua pelas plantas.

Além do uso potencial como inoculante na agricultura, hd, também, a possibi-
lidade de uso industrial de produtos originados da atividade metabdlica dessas bacté-
rias. Entre esses produtos, incluem-se espessantes derivados de polihidroxibutiratos,
gue sdo usados na industria de cosméticos e na de detergentes e como substitutos
da goma ardbica. Podem, também, ser usadas na purificacdo da dgua dos residuos
urbanos, através da retirada dos nitratos, na producdo de vdrias vitaminas de uso
farmacoldgico, na degradacdo de celulose em combinacdo com outras bactérias
celuloliticas e na degradacdo de residuos téxicos, originados da fabricacédo de pesticidas,
de explosivos, de solventes industriais e de varios outros poluentes ambientes, origi-
ndrios de processos quimico-industriais.

" Eng.-Agr., Dr. Embrapa Trigo, C.P. 451, CEP 99001-970 Passo Fundo, RS. Bolsis-
ta do CNPq.
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Atualmente, as principais linhas de pesquisa que envolvemn essas bactérias
buscam quantificar e identificar os possiveis efeitos benéficos que elas podem pro-
porcionar as plantas. Tais linhas de pesquisa objetivam estudar o efeito da inoculacdo
de plantas em geral com microorganismos; o papel que a bactéria e a planta desem-
penham quando em associacdo,; a especificidade e a afinidade entre seus genotipos;
e as conseqliéncias da associacdo dessas bactérias com as plantas, considerando o
ambiente.

Analisando as publicacées disponiveis na literatura mundial, nas quais sgo
relatados os resultados de trabalhos de pesquisa sobre o efeito da inoculacdo de
plantas com Azospirillum, algumas conclusées podem ser relacionadas. Em funcéo
da inconsisténcia e, em alguns casos, da imprevisibilidade dos resultados com
inoculacdo, em condicdes de campo, o uso em larga escala de inoculante a base de
Azospirillum, salvo em alguns paises, ndo tem evoluido como seria de se esperar.
Certamente uma das causas pelas quais ainda ndo se tenha obtido resultados mais
animadores é que néo foi desenvolvido, ainda, um carreador adequado, que funcione
como um bom veiculo para as bactérias serem efetivamente colocadas em contato
com as raizes das plantas que se quer inocular.

Desde que foi prevista a possibilidade de uso dessas bactérias como inoculante,
hé mais de 20 anos, ainda é usada, como veiculo para a inoculacdo, a mesma turfa
desenvolvida como carreador para Rhizobium, com algumas adaptacdes. E ébvio,
entdo, que, sem uma maneira pratica e funcional de fabricacédo, de conservacao e de
comercializagdo, nenhum microorganismo benéfico terd chance de ser usado, em
larga escala, em agricultura como uma pratica corriqueira.

A possibilidade de misturar, em um mesmo inoculante, Azospirillum e outros
microorganismos benéficos para as plantas pode, em alguns casos, apresentar res-
postas superiores aquelas observadas em relacdo aos microorganismos isolados. Por
exemplo, existem resultados bastante confidveis de que a presenca de Azospirillum
no inoculante para soja aumenta significativamente a nodulacdo e a conseqiente
eficiéncia do Bradyrhizobium em fixar nitrogénio, em condicées de campo.

Nos ultimos 20 anos, 60 % a 70 % dos experimentos conduzidos com
inoculacdo de Azospirillum, em vdrias culturas e em diferentes condi¢cées climaticas,
mostraram aumentos de produtividade de até 30 %. Nas condicées de Passo Fundo,
RS, onde se localiza o Centro Nacional de Pesquisa de Trigo, tém sido encontrados
aumentos de producdo de trigo nem sempre dessa mesma magnitude. Por exemplo,
em tratamentos onde ndo se usou adubacédo nitrogenada (Tabela 1) ou quando foram
usados 15 kg N/ha, aplicados na semeadura (Tabela 2), tem-se observado, em alguns
casos, aumentos de rendimento nessa ordem, abaixo, no entanto, da produtividade
normal com adubacéo nitrogenada de 60 kg N/ha. Com alguma freqiéncia, embora
ndo significativamente, tem-se observado aumento na producdo de biomassa seca,
inclusive em tratamentos com adubacdo nitrogenada normal, com conseqtiente maior
absorcdo de nitrogénio, o que nem sempre se reflete em aumento na producédo de
grdos de trigo (Tabelas 3 e 4).

Alguns ensaios tém mostrado que a inocufacdo proporciona um aumento
percentual no teor de nitrogénio dos grdos (Tabela 1). Isso significa que a quantidade
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de proteinas desses grdos foi maior do que a daqueles de plantas que ndo foram
inoculadas. Aparentemente, essas respostas sdo devidas a um aumento no volume e
na massa radicular (Tabela 5), o que resulta em maior drea de solo, que pode ser
explorada pela planta.

Resultados ainda bastante preliminares indicaram, no ano agricola 1996/97,
que as mesmas observacées obtidas em trigo sdo igualmente vdlidas para cevada
(Tabela 6) e para milho (Tabela 7). Em cevada, resultados ainda bastante prelimina-
res, observou-se um aumento no numero de afilhos férteis por planta, o que ndo foi
correlacionado com o rendimento (Tabela 6). Em milho, resultados de somente um
ano indicaram que a inoculacdo proporcionou um aumento na produgdo de gréos da
ordem de 20 %, em relacdo ao tratamento sem adubacdo nitrogenada, em drea
cultivada com ervilhaca no inverno (Tabela 7). Resultados dessa mesma magnitude
também tém sido encontrados, em alguns casos, em milho cultivado em certas areas
na Argentina e também no México.

Tem sido observado, por vérios autores, que a estirpe de Azospirillum usada
como inoculante também é um fator que afeta, de alguma forma, as respostas das
plantas inoculadas. Hé indicacdes mostrando que nem todas as cultivares de trigo
respondem de maneira semelhante, quando inoculadas com diferentes estirpes. Nos
testes efetuados, em casa-de-vegetacdo, para selecionar novas bactérias isoladas,
tém-se observado interacées entre as cultivares de trigo e os isolados dessas bacte-
rias (Tabelas 5 e 8). Algumas cultivares de trigo, como, por exemplo, Embrapa 16,
tém mostrado respostas diferentes & inoculacdo, quando comparadas a cultivar BR
35 (Tabela 8). Essas observacées, que também sdo partilhadas pelos pesquisadores
gue trabalham na equipe da dra. J. Dobereiner (Centro de Pesquisa em A grobiologia -
Embrapa Agrobiologia), indicam que muito provavelmente s6 serdo alcangados resul-
tados melhores do que os obtidos até o momento se for realizada uma selecdo ade-
quada das bactérias isoladas na regido, levando em conta, também, a cultivar de
trigo.

Segundo observacdées, também preliminares, essas bactérias, aparentemen-
te, apresentam uma biodiversidade bastante grande (Tabela 9). Isso significa que
existe um grande numero de estirpes de cada espécie que ocorrem naturalmente nos
solos do sul do Brasil. Sem duvida, para se obter efetividade na inoculagdo, serd
preciso que a bactéria, a ser introduzida junto com a semente, tenha competitividade
em relacdo as bactérias jé existentes no solo e em colonizar rapidamente as raizes,
assim que ocorra a emergéncia. E talvez por essa razdo que os resultados observa-
dos, quando sdo realizados experimentos de inoculagdo, em condicdes de campo,
com essas bactérias, nos quais sdo observados aumentos de biomassa das plantas
(Tabelas 3 e 4), nem sempre sdo correlacionados com aumento no rendimento.

Normalmente, os resultados positivos da inoculagdo, verificados em condi-
cées de campo, nem sempre podem ser atribuidos a bactéria que foi inoculada, pois
mesmo nos tratamentos sem inoculacdo observa-se um percentual elevado de raizes
infectadas com essas bactérias (Tabela 10). Essa infeccdo pode ser perfeitamente
decorrente do aumento no nimero de bactérias ja existentes no solo e ndo da bacté-
ria inoculada. Nesse sentido, todos os pesquisadores que trabalham nessa drea estao
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buscando metodologias adequadas para reisolar e para identificar corretamente as
bactérias introduzidas e poder, entdo, relacionar os resultados positivos com as bac-
térias que estdo associadas as raizes. Algumas técnicas recentes empregadas na
biologia molecular, conhecidas como marcadores moleculares, poderdo contribuir de
maneira decisiva para a identificacdo e para a caracterizacdo dessas bactérias, de
maneira a orientar as futuras pesquisas que envolvem associacées entre microor-
ganismos benéficos e plantas cultivadas.

Os resultados obtidos até o momento ainda ndo permitem que essas bacté-
rias possam ser usadas como inoculante para aumentar significativamente o rendi-
mento de grdos de trigo e de outros cereais. Porém, com o avanco nas pesquisas,
buscando outras bactérias mais adaptadas as diferentes condicées ambientes, nas
diversas regibes triticolas, é possivel que, em futuro proximo, isso venha a ocorrer.
Deve-se levar em conta também que, mesmo ndo havendo aumento no rendimento
de grdos, se for possivel uma diminuicdo no uso de fertilizantes, principalmente os
nitrogenados, sem haver diminuicdo desse rendimento, estar-se-a contribuindo para
uma agricultura realmente sustentavel.
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Tabela 2. Rendimento de grdos da cultivar de trigo Embrapa 16, submetida a doses
de nitrogénio aplicado em diferentes épocas e inoculada com a estirpe 245
de Azospirillum brasilense e com o isolado 25 de Azospirillum lipoferum -

média de quatro repeticoes

Rendimento de graos Aumento no rendimento

Tratamento’ (kg/ha) devido a inoculacdo (%)
15 kg N/ha aplicados na semeadura

Sem Inoculante a. 127 0,0

Inoculante 245 3.802 21.5

Inoculante 25 3.595 14,9

15 kg N/ha aplicados na semeadura e 45 no estadio
de duplo anel

Sem Inoculante 3.652 0,0

Inoculante 245 4.040 10,6

Inoculante 25 3.882 b.3

T A inoculacdo foi realizada com inoculante turfoso em pd, estirpe 245, fornecido pela
Embrapa Agrobiologia.

Fonte: Didonet et al. (1997).

Tabela 3. Massa seca de folhas e de colmos e total, determinada na maturacéo
fisiolégica, da cultivar de trigo Embrapa 16, submetida a duas doses e em
duas diferentes épocas de aplicacdo de nitrogénio e inoculada com a estir-
pe 245 de Azospirillum brasilense e com o isolado 25 de Azospirillum

lipoferum - média de quatro repeticdes

Massa seca (g/m?)

Tratamento! Folhas Colmos Espigas Total
15 kg N/ha aplicados na semeadura

Sem Inoculante 35 166 2ir 418

Inoculante 245 40 199 258 497

Inoculante 25 38 199 250 487

15 kg N/ha aplicados na semeadura e 45 no estadio

de duplo anel

Sem Inoculante 39 187 2565 481
Inoculante 245 43 223 283 549
Inocufante 25 46 225 278 549

" A inoculacdo foi realizada com inoculante turfoso em po, estirpe 245, fornecido
pela Embrapa Agrobiologia.
Fonte: Didonet et al. (1997)
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Tabela 4. Massa seca total da cultivar de trigo Embrapa 16, determinada na antese,
cujas sementes foram inoculadas e ndo foram inoculadas com a estirpe de
Azospirillum lipoferum JA25, sob diferentes doses de nitrogénio aplicado
na semeadura, no afilhamento, no emborrachamento e na antese - média
de quatro repeticdes

Massa seca (kg/ha)

Tratamento Inoculado’ Sem inoculacéo
Testemunha 840,5 cA? 1.082,2 bA

15 kg N/ha na semeadura + 45 kg N/ha

no afithamento 2.672,8 aB 3.380,6 aA

15 kg N/ha na semeadura + 45 kg N/ha

no emborrachamento 1.762,2 bA 1.185,0 bB

30 kg N/ha na semeadura + 30 kg N/ha

na antese 1.252,8 bcA 1.178,9 bA

30 kg N/ha na semeadura + 30 kg N/ha

no emborrachamento 1.675,6 bA 1.282,2 bA

T Inoculado com inoculante turfoso em pd, estirpe de Azospirillum lipoferum JAZ25.

2 Médias seguidas da mesma letra mindscula, na coluna, e maiuscula, nas linhas, nao
diferem estatisticamentre entre si, segundo o teste de Duncan, a 5 % de probabili-
dade.

Fonte: Didonet (1995).

Tabela 5. Acumulo de massa seca da parte aérea e da raiz e comprimento radicular
de plantas de trigo, crescidas em jarras de Leonard com solucdo nutritiva
em casa-de-vegetacéo, inoculadas com inoculante turfoso em pé de duas
estirpes de Azospirillum - valores médios de cinco linhagens e das cultiva-
res Embrapa 16 e BR 35, em trés repeticoes

Actumulo de massa seca Comprimento médio
Tratamento fmg/2 plantas) da raiz principal
Parte aérea Raiz fecm)
Sem inoculagéo 98,6 b3 52,3 a 47,8 b
Inoculante JAO3' 97,6 b b7.3a 46,6 b
Inoculante 2457 113.0 a 59,5 a 50,6a

T Estirpe de Azospirillum lipoferum, isolada de raizes lavadas de trigo na Embrapa
Trigo. ‘

2 Estirpe padrdo de Azospirillum brasilense, fornecida pela Embrapa Agrobiologia.

3 Valores seguidos da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Duncan, a 5 % de probabilidade.

Fonte: Dall’Agnol et al. (1990).
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Tabela 6. Numero de afilhos férteis e rendimento de grdos da cultivar de cevada cervejeira
BR 2, inoculada com a estirpe de Azospirillum brasilense 245 e com o isolado de
Azospirillum lipoferum 25 - média de quatro repeticées

Afilhos Rendimento Aumento de

Tratamento férteis de gréos rendimento devido

por planta (kg/ha) a inocufacédo (%)

Sem nitrogénio
Testemunha 2,08 2.480 a.0
Inoculante estirpe 2457 2,28 2.844 14.7
Inoculante isolado 252 2,27 2.440 -1,6
' 45 kg N/ha aplicados no afilhamento

Testemunha 2,82 3.144 0,0
Inoculante estirpe 245 2,45 2.834 -9,8
Inoculante isolado 25 2,66 3.276 4,2

" Estirpe padrdo de Azospirillum brasilense, fornecida pela Embrapa Agrobiologia.
2 Isolado na Embrapa Trigo, em raizes de trigo Embrapa 16, provavelmente Azospirillum lipoferum.
Fonte: Candaten (1997); Lima (1997); Martin (1997).

Tabela 7. Ffeito da inoculacdo das sementes de um hibrido superprecoce de milho com a
estirpe de Azospirillum brasilense 245 e com o isolado de Azospirillum lipoferum
25 na producédo de grdos - média de quatro repeticdes’

Rendimento Aumento no rendimento
Tratamento? de gréos de grdos em relacdo
(kg.ha') a testemunha (%)
Sem N e sem inoc. (Testemunha) 5.475 0,0
Sem N e inoc. Estirpe 245 6.966 20,6
Sem N e Inoc. [solado 25 6.696 15,9

" Ensaio conduzido em plantio convencional, em area cultivada com ervilhaca no inverno,
com densidade de 62.500 plantas de milho/ha.

2 A inoculacdo foi realizada com inoculante turfoso em po, estirpe 245, fornecido pela Embrapa
Agrobiologia.

Fonte: Didonet (1997).

Tabela 8. Ffeito da inoculacdo com inoculante turfoso em pé de duas estirpes de Azospirillum
lipoferum, JA25 e JAO3, no acumulo de massa seca da parte aérea e radicular e
no comprimento da raiz principal de pldntulas de 20 dias de idade de duas cultiva-
res de trigo, crescidas em jarras de Leonard com solucdo nutritiva de Hoagland,
em casa-de-vegetacdo - média de trés repeticoes

Cultivar Sem inoculante Inoculante JA25 Inoculante JAO3
Acamulo de massa seca da parte aérea (mg/2plantas)

Embrapa 16 750 89,3 88,5

BR 35 88,3 114,5 110, 8

Acumulo de massa seca radicular (mg/2plantas)
Embrapa 16 49,2 55:5 56,8
BR 35 54,5 61,0 59,5
Comprimento da raiz principal (cm)
Embrapa 16 49,3 57.0 50,0
BR 35 47,0 57.5 54,0

Fonte: Dall’Agnol et al. (1990).
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Tabela 9. Proposta de identificacdo de algumas estirpes de Azospirillum spp. isola-
das de raizes de trigo, de cevada e de milho, na regido de Passo Fundo, RS

Origem Isolado’ Espécie Provavel
Embrapa 16 14A Azospirillum lipoferum
Estirpes Embrapa 16 14B Azospirillum lipoferum
isoladas de Embrapa 16 25 Azospirillum lipoferum
trigo Embrapa 16 78Il Azospirillum lipoferum
Embrapa 16 791 Azospirillum lipoferum
Embrapa 16 7911 Azospirillum lipoferum
Embrapa 16 82A Azospirillum lipoferum
Embrapa 16 828 Azospirillum lipoferum
Embrapa 16 82C Azospirillum lipoferum
Embrapa 16 921 Azospirillum lipoferum
Embrapa 16 93 Azospirillum lipoferum
B8R 35 81 Herbaspiriflum sp.
Nobre 83l Azospirillum lipoferum
Nobre 851l Azospirillum lipoferum
Nobre 861/l Azospirillum lipoferum
Nobre 871IB Azospirillum lipoferum
Nobre 87-6 Azospirillum lipoferum
Nobre 87-7 Azospirillum lipoferum
MN 599 C1 Azospirillum lipoferum
Estirpes MN 599 c9 Azospirillum lipoferum
isoladas de Embrapa 43 c7 Azospirillum lipoferum
cevada Embrapa 43 c10 Azospirillum lipoferum
Embrapa 43 C11 Azospiriflum lipoferum
MN 656 Cc8 Azospiriflum lipoferum
MN 656 C13A Azospirillum lipoferum
MN 656 C13B Azospirillum lipoferum
Estirpes BK 9505 18A Azospiriflum lipoferum
isoladas de BK 9505 188 Herbaspirillum sp.
milho BK 9505 10B Azospirillum sp.

" Os isolados foram obtidos a partir de raizes esterilizadas.

Fonte: Candaten (1997); Lima (1997); Martin (1997).
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Tabela 10. Percentagem de recuperacdo de Azospirillum lipoferum, estirpe JAZ25,
efetuada em raizes de trigo Embrapa 16 cujas sementes foram inoculadas
com a mesma estirpe. Avaliacdo efetuada na antese, em quatro repeti-
coes, através da técnica do numero mais provavel (NMP)

Tratamento!' Recuperacdo (%)?
Inoculado e sem nitrogénio 955
Inoculado e 15 kg N/ha na semeadura e 45 kg N/ha

no afilhamento 81,2
Inoculado e 15 kg N/ha na semeadura e 45 kg N/ha

no emborrachamento 93,7
Inoculado e 30 kg N/ha na semeadura e 30 kg N/ha

na antese 83,1
Inoculado e 30 kg N/ha na semeadura e 30 kg N/ha

no emborrachamento i3 T
Sem inoculacdo e sem nitrogénio 2

" Os tratamentos inoculados foram feitos com turfa em po estéril.

2 Percentual das amostras de raizes incubadas em meio NFb que apresentaram cres-
cimento tipico de Azospirillum.

Fonte: Didonet (1995).
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