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RESUMO

O nitrogénio é frequentemente o nutriente mais limitante a producdo das culturas, uma vez que apenas uma
fracdo do nitrogénio atmosférico é disponibilizada para as plantas através da fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN). Aumentar a capacidade de FBN as plantas que ndo sdo leguminosas seria uma tecnologia util para
aumentar o rendimento das culturas entre os agricultores com poucos recursos. As técnicas de manipulacdo
genética podem ser utilizadas para a eficiéncia dessa tecnologia. Entretanto, quanto maior a compreensao
sobre a bioquimica e fisiologia da FBN, parece menos provavel que este objetivo seja alcancado
“simplesmente” através da transferéncia de genes para a fixacdo de nitrogénio as culturas. Do N total
aplicado a uma cultura, raramente mais do que 50% é assimilado, e muitas vezes a eficiéncia de utilizacdo é
muito menor. O processo natural de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) tem um papel fundamental no
desenvolvimento de uma agricultura sustentdvel. Esse processo minimiza a necessidade de adubacdo
nitrogenada, concomitante aos efeitos benéficos decorrentes sobre o ciclo global do nitrogénio, o
aquecimento global, e contaminacdo no solo e da dgua. Esse processo natural é dependente de
microorganismos em simbiose ou associacdo com as plantas.
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INTRODUCAO

Os fertilizantes nitrogenados representam
75% dos custos da adubagdo do milho, o que
corresponde a cerca de 40% dos custos totais de
producdo da cultura (MACHADO et al., 2001).
Coelho & Franca (1995) mostraram que na
produtividade de 3,65 Mg ha-1, sdo extraidos 77 kg
de N e, na produtividade de 5,8 Mg ha-1, a extragao
de N chega a 100 kg ha-1. Uma alternativa para a
economia de fertilizante nitrogenado é a fixagao
bioldgica de nitrogénio (FBN).

Recentemente, os sistemas agricolas tém
sofrido mudangas com o objetivo de promover a
melhoria da qualidade ambiental e evitar a
degradacdo do solo. O manejo do solo e a
exploragdo da biodiversidade dos sistemas agricolas
tém sido utilizados para otimizar a producdo e a
sustentabilidade dos ecossistemas. Neste sentido, a
associacdo de cereais e gramineas com bactérias
diazotroéficas endofiticas pode representar uma das

alternativas mais promissoras para a promocdo do
crescimento das plantas, manejo do solo e
qualidade ambiental.

Considerando o cultivo do milho, sabe-se
que o rendimento é o resultado do potencial
genético da semente, das condicdes
edafoclimaticas, do local de semeadura e do
manejo adotado na lavoura. Deste modo, na
moderna agricultura, para se alcangar rendimentos
maximos nos cultivos de cereais, como o milho, sdo
necessarias abundantes quantidades de

fertilizantes, especialmente também 0s
nitrogenados.

Nos Ultimos 20 anos foram feitas
descobertas sobre o potencial das bactérias
diazotroficas microaerdbias, do género

Azospirillum, fixadoras de nitrogénio atmosférico,
quando em vida livre (BODDEY & DOBEREINER,
1995) as quais, quando associadas a rizosfera das
plantas podem, contribuir com a nutricao
nitrogenada dessas plantas, tornando-se alvo de
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estudo por parte de pesquisadores em biologia e
fertilidade do solo. Assim sendo, o manejo correto
dessa possivel associacdo Azospirillum spp - Milho
poderad resultar em incrementos de produtividade e
em diminuicdo dos custos de producao,
principalmente da aquisicdo de fertilizantes
nitrogenados (OKON & VANDERLEYDEN, 1997) que
sao de uso intensivo na cultura do milho.

Organismos fixadores de nitrogénio

A fixagao bioldgica do nitrogénio é realizada
por determinados procariontes, denominados
organismos fixadores de nitrogénio, que possuem a
enzima nitrogenase. Os organismos fixadores
podem ser de vida livre ou viver em associagoes.
A fixacdo de nitrogénio efetuada pelos organismos
de vida livre esta estimada em menos de 5 kg ha-1
ano-1. Nesse grupo encontram-se bactérias
autotrdéficas e heterotréficas, as quais distinguem-
se quanto a eficiéncia do processo de fixacdo.

Bactérias diazotroficas endofiticas podem
estimular o crescimento das plantas, aumentar a
resisténcia a doencas bem como promover a fixacao
biolégica do nitrogénio (BASHAN et al., 2004). Além
disso, diazotrdficos endofiticos podem apresentar
vantagens em relacdo aos diazotroéficos associados
as raizes uma vez que estes se encontram mais bem
localizados para explorar as fontes de carbono
disponibilizadas pelas plantas. Em adi¢cdo, os
diazotréficos  endofiticos  colonizam  nichos
especificos no interior das plantas que apresentam
reduzida tensdo de oxigénio, a qual é necessaria
para a expressdo da nitrogenase (DOBBELAERE et
al., 2003). As plantas sdo consideradas um
complexo  microecossistema, composto  por
diferentes habitats e podem ser colonizadas
simultaneamente por uma grande diversidade de
bactérias endofiticas (LODEWYCKX et al., 2002). Tal
diversidade pode representar uma grande fonte de
biodiversidade, largamente inexplorada.

A simbiose com as gramineas

Algumas gramineas de interesse
econdmico, como milho, arroz e trigo, podem estar
associadas com bactérias do género Azospirillum.
Outros exemplos importantes seriam a associa¢ao
de bactérias do género Beijirinckia com cana-de-
acucar, Azotobacter paspali com a grama batatais
(Paspalum notatum) e determinados cultivares de
trigo com espécies do género Bacillus.

Nessa simbiose ndo ocorre, aparentemente,
a invasdo dos tecidos vegetais pela bactéria e nem a

formacdo de uma estrutura especializada para a
fixacdo do nitrogénio (ndo ha formacao de nédulos,
por exemplo).

O grande interesse na fixacdo bioldgica em
gramineas é devido a maior facilidade de
aproveitamento de agua das mesmas em relacdo as
leguminosas, pela maior efetividade fotossintética.
As gramineas apresentam um sistema radicular
fasciculado, tendo vantagens sobre o sistema
pivotante das leguminosas para extrair agua e
nutrientes do solo; e por serem as gramineas
largamente utilizadas como alimento pelo homem.
Por isso, mesmo que apenas uma parte do
nitrogénio pudesse ser fornecida pela associa¢do
com bactérias fixadoras, a economia em adubos
nitrogenados seria igual ou superior aquela
verificada com as leguminosas que podem ser auto-
suficientes em nitrogénio (DOBEREINER, 1992).

Os produtos da fotossintese sdo liberados
pela planta, sendo absorvidos pelas bactérias que
habitam a rizosfera. As bactérias fixam o nitrogénio
e transferem o NH4+ para a planta. Trabalhos
realizados com trigo em associagdo com
Azospirillum evidenciaram que as bactérias ligam-se
a superficie externa da raiz para colonizar a
rizosfera. Além disso, certos estudos realizados com
aplicacdo de 15N2 (nitrogénio atmosférico
radioativo) demonstraram que ocorre a passagem
de produtos nitrogenados da bactéria para a planta.
Esses dados confirmam a existéncia de uma
interacdo estreita entre planta e bactéria fixadora.

A nitrogenase e a reagdo de fixagdo de nitrogénio

A reacdo de fixacdo do nitrogénio
caracteriza-se pela reducdo do N2 a NH3. Portanto,
para que a reac¢do ocorra, é necessario que haja um
transporte de elétrons, mediado por moléculas
aptas a realiza-lo. A enzima nitrogenase é formada
por duas unidades protéicas, a Ferro-proteina (Fe-
proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-
proteina), ambas capazes de transportar elétrons.
Durante a reacdo de reducdo do N2, a nitrogenase é
auxiliada por uma terceira molécula transportadora
de elétrons, a Ferredoxina.

Genes envolvidos na fixa¢do biolégica do
nitrogénio

Usualmente, a identificagdo de bactérias
diazotroficas é baseada no isolamento de genes
responsaveis pela sintese da enzima nitrogenase,
responsavel pela catdlise da reagdao que transforma
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0 nitrogénio atmosférico em amoénia, ou pela
medicdo da atividade da nitrogenase usando a
técnica da reducdo do acetileno. Os primeiros genes
envolvidos na fixagdo do nitrogénio foram
identificados e estudados utilizando-se a bactéria
Klebsiella pneumoniae. Sao conhecidos cerca de 20
genes, denominados genes nif. Genes homdlogos
ao gene nif foram detectados também em bactérias
pertencentes ao filo Spirochaetes (LILBURN, 2001).
Tais organismos foram isolados do intestino de
térmites e de sedimentos de dgua doce.
Posteriormente, a fixacdo do nitrogénio por
Spirochaetes foi comprovada pela quantificacdo da
atividade da nitrogenase.

AS BACTERIAS DIAZOTROFICAS

A biodiversidade dos organismos
procarioticos tem sido fonte de estudos e debates
entre microbiologistas nas dltimas décadas.
Comunidades microbianas sdo importantes para
grande parte dos ciclos biogeoquimicos do planeta.
Muitos microrganismos sao utilizados em processos
industriais, na saude humana, uma vez que tais
comunidades representam um reservatério de
biodiversidade para a sintese de novas drogas, e na
agricultura. Entre as comunidades microbianas de
importancia agricola, destacam-se aquelas que
apresentam a habilidade em converter o nitrogénio
gasoso a formas de nitrogénio acessiveis aos demais
organismos, coletivamente chamados de
diazotroficos.

Grande parte do nitrogénio fixado presente
nos ecossistemas terrestres e aquaticos é originado
da fixacdo biolégica do nitrogénio. Nos solos
agricolas, a excecdo das adicdes antropogénicas, as
comunidades diazotréficas sdo as principais fontes
de nitrogénio. A exploragdo da fixacdo bioldgica do
nitrogénio oferece uma fonte ndo poluente de
nitrogénio podendo aumentar a produgdo e
diminuir o uso global de fertilizantes sintéticos. Em
adicdo, bactérias diazotroficas podem diminuir a
emissdo do gas de efeito estufa N20, assim como
reduzir a lixiviagdo de NO3-, devido a diminui¢ao da
utilizagcdo de fertilizantes nitrogenados, evitando
possiveis contamina¢des de aguas subsuperficiais
(KENNEDY et al., 2004). Neste sentido, estimativas
da diversidade e da riqueza dos microrganismos
presentes no ambiente sdo de central importancia,
pois servem de conhecimento bdsico da fun¢do e do
papel das comunidades bacterianas (HUGHES et al.,
2001). Por meio de tais estimativas pode ser

possivel obter importantes informagdes a respeito
do manejo adequado do solo e sobre a adequada
exploracdo da biodiversidade de sistemas agricolas.
Embora tenham sido feitos avangos significativos no
entendimento da diversidade dos diazotréficos, um
diagndstico completo da comunidade fixadora de
nitrogénio que habita o solo e/ou vive em
associacdo com gramineas ainda nao foi realizado.
Muitos estudos sobre a comunidade fixadora de
nitrogénio sdao baseados no cultivo e subseqliente
caracterizacdo dos isolados. Atualmente existe um
consenso entre ecologistas microbianos de que a
chave para predizer a diversidade microbiana é
evitar o isolamento, focalizando estudos no DNA
microbiano (CURTIS & SLOAN, 2005).

De acordo com Hughes et al. (2001),
investigacbes sobre a comunidade bacteriana
requerem um grande numero de amostras para que
seja refletida a “real” diversidade da comunidade
em estudo. Estimativas precisas requerem
amostragens de aproximadamente 80%, as quais
podem ser impraticaveis devido ao elevado nimero
de microrganismos presentes no ambiente (GANS
et al.,, 2005). Entretanto, a andlise de um grupo
especifico de bactérias, tais como bactérias
fixadoras de nitrogénio, pode ser
consideravelmente facilitada em face da restricao
do numero de espécies capazes de fixar nitrogénio.

A Dbiodiversidade desses microrganismos
refere-se tanto ao numero (riqueza) de diferentes
categorias bioldgicas (ou unidades taxondmicas)
qguanto a abundancia relativa (equitabilidade)
dessas categorias. A biodiversidade inclui, assim, a
totalidade dos recursos vivos, ou bioldgicos, e dos
recursos genéticos, e seus componentes. O primeiro
passo para o entendimento completo da
biodiversidade das comunidades bacterianas é a
identificacdo e classificacdo taxondémica das
distintas populagdes microbianas. Entretanto, a
taxonomia dos organismos procaridticos tem
passado por muitas mudangas nos ultimos anos
devido aos rapidos avangos na tecnologia de
seqlienciamento do DNA.

Bactérias diazotroficas endofiticas associadas ao
milho e outras gramineas

Algumas espécies fixadoras de N2 podem,
além de colonizar abundantemente a rizosfera,
invadir o cdrtex e colonizar tecidos internos em
diversas espécies vegetais. Essas bactérias
associadas aos vegetais s3o chamadas de
endofiticas quando habitam o interior da planta
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hospedeira sem causar dano aparente (STURZ et al,
1998). A colonizacdo do interior dos tecidos das
plantas pode conferir uma vantagem ecoldgica sob
as bactérias que colonizam a rizosfera (LODEWYCKX
et al.,, 2002). O interior dos tecidos das plantas
fornece, aos endofiticos, um ambiente protegido de
condicdes ambientais extremas encontradas na
superficie das raizes das plantas ou no solo. As
plantas podem ser colonizadas simultaneamente
por uma grande variedade de bactérias.

Muitos microrganismos s3ao encontrados
em grande numero no interior das plantas, sendo
caracterizados como  espécies dominantes.
Contudo, existe uma grande variedade de espécies
bacterianas endofiticas que ndo sdo facilmente
detectadas no interior das plantas devido ao baixo
numero de células presentes. Estes endofiticos sdo
caracterizados como espécies raras.

Na verdade, pesquisas realizadas na ultima
década tém demonstrado que  bactérias
estabelecidas endofiticamente podem também
desempenhar um papel fisiolégico importante no
crescimento da planta hospedeira, como por
exemplo, o biocontrole de fitopatdgenos
(KLOEPPER et al., 1978), a supressdo da doenca por
inducdo de resisténcia localizada e/ou sistémica
(DUUFF et al.,1997), promoc¢do do crescimento
vegetal (MIRZA et al., 2001) ou melhoria da nutricdo
nitrogenada via fixacdo biolégica de nitrogénio
(BALDANI et al., 1983).

O estabelecimento endofitico, comparado
ao ambiente rizosférico, tem sido considerado um
evento importante para que as bactérias possam
influenciar mais eficientemente no crescimento da
planta, visto que no interior do vegetal a
competicdo microbiana é menor, este nicho é
menos sujeito a flutuagGes ambientais e a interface
de troca de metabdlitos é mais direta quando
comparada com a rizosfera. E valido ressaltar
também que entre as bactérias existe uma grande
variabilidade inter e intraespecifica na capacidade
de estabelecimento endofitico e que os genes
envolvidos na capacidade de infeccdo bacteriana e

colonizagdo endofitica ndo sdo totalmente
conhecidos. A maioria dos estudos de adesdo,
infeccdo e colonizagdo sdo realizados entre
gramineas  utilizando estirpes do género

diazotrofico Azospirillum, sendo que estirpes da
espécie A. brasilense apresentam ou n3do a
capacidade de  estabelecimento  endofitico
(BALDANI et al. 1997).

Bactérias diazotroficas endofiticas em
gramineas possuem penetracdo passiva na planta,
acessando o seu interior através de ferimentos, de
sitios de emergéncia de raizes, coifa e estomatos
nas folhas, espalhando-se pelos tecidos radiculares
via apoplasto, colonizando os espacos intercelulares
das células da hipoderme, cértex radicular e parede
do aerénquima (OLIVARES et al., 1997; JAMES &
OLIVARES, 1998). Porém estudos envolvendo o
processo de infeccdo e colonizacdo sdo ainda
escassos, necessitando de programas de selecdo de
microrganismos endofiticos para determinada
espécie de planta com ensaios sob condi¢cdes de
casa de vegetacdo e campo utilizando marcadores
para a estirpe a ser testada e técnicas microscopicas
para monitorar e localizar a bactéria, permitindo
sua caracterizacdo como endofitica, esclarecendo o
processo de interacdo planta-microrganismo, pois
diferentes contribuicdes com a inoculacdo de
estirpes do mesmo género de bactérias
diazotréficas endofiticas foram observadas em
culturas como arroz inundado (GUIMARAES, 2001) e
cana-de-agucar (CANUTO, 2003).

O efeito da bactéria Azospirillum spp. no
desenvolvimento do milho e em outras gramineas,
tem sido pesquisado, ndo somente quanto ao
rendimento das culturas mas, também, com relacdo
as causas fisiolégicas que, possivelmente,
aumentam esse rendimento. Didonet et al. (1996)
mencionam que sao muitas as evidéncias de que a
inoculagdo das sementes de milho com Azospirillum
brasilense seja responsavel pelo aumento da taxa
de acumulo de matéria seca, principalmente na
presenca de elevadas doses de nitrogénio, o que
parece estar relacionado com o aumento da
atividade das enzimas fotossintéticas e de
assimilacdo de nitrogénio.

Okon e Vanderleyden (1997) baseando-se
em dados acumulados durante 22 anos de pesquisa
com experimentos de inoculagdo a campo,
concluem que o género Azospirillum spp. promove
ganhos em rendimento em importantes culturas
nas mais variadas condicdes de clima e solo;
contudo, salientam que o ganho com Azospirillum
spp. vai mais além do que simplesmente auxiliar na
fixagdo bioldgica do nitrogénio, interferindo
também no aumento da superficie de absor¢ao das
raizes da planta e, conseqlientemente, no aumento
do volume de substrato do solo explorado. Tal
constatacdo é justificada pelo fato da inoculagdo
modificar a morfologia do sistema radicular,
aumentando n3do apenas o numero de radicelas,
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mas, também, o didmetro médio das raizes laterais
e adventicias. Pelo menos parte, ou talvez muitos
desses efeitos de Azospirillum spp. nas plantas,
possam ser atribuidos a producao, pela bactéria, de
substancias promotoras de crescimento, entre elas
auxinas, giberilinas e citocininas, e ndo somente a
fixagdo bioldgica de nitrogénio

A producgdo de fitormonios por bactérias é
um dos fatores responsaveis pelo efeito
estimulatdrio observado no crescimento de plantas,
como no caso da inoculacdo de estirpes de
Azospirillum. O principal horménio produzido por
estirpes de Azospirillum é uma auxina, o acido 3-
indolacético (AIA) (CROZIER et al., 1988), além de
outros compostos inddlicos. Também produzem
citoquininas (CACCIARI et al., 1989) e giberelinas.
Quanto ao género Herbaspirillum, Bastian et al.
(1998) detectaram a presenca de AIA e giberelinas
Al e A3 em culturas de Herbaspirillum seropedicae
e Radwan et al. (2002) constataram a producdo de
inddis por estirpes de Herbaspirillum, incluindo H.
rubrisubalbicans e outros isolados nao
identificados.

Novos resultados baseados na expressao de
genes mostraram a regulacdo do gene ipdC por AIA
em A. brasilense (VANDE BROEK et al., 1999) e
observou-se que o promotor possui um elemento
responsivo a auxina (AuxRE) similar ao promotor de
genes que induzem auxinas em plantas
(LAMBRECHT et al., 2000). Ha evidéncias de que os
microrganismos podem selecionar uma via
metabdlica diferenciada, dependendo do meio
ambiente (PATTEN & GLICK, 1996). Fato similar foi
observado em espécies de Rhizobium que so
utilizavam a via do indole-3-acetamida quando
associados ao hospedeiro (COSTACURTA &
VANDERLEYDEN, 1995) e a via do acido 3-indole-
pirdvico era utilizada em vida livre (ERNSTSEN et al.,
1987).

Segundo Lodewyckx et al. (2002), bactérias
endofiticas podem ser detectadas tanto em
monocotiledéneas como em dicotiledéneas sendo
que ja foram encontrados mais de 80 géneros
bacterianos colonizando o interior dos tecidos das
plantas tais como: Acidovorax, Acinetobacter,
Actinomyces, Aeromonas, Afipia, Agrobacterium,
Agromonas, Alcaligenes, Alcanivorax, Allorhizobium,
Alteromonas, Aminobacter, Aquaspirillum,
Arthrobacter, Aureobacterium, Azoarcus,
Azomonas, Azorhizobium, Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Beijerinckia, Blastobacter,
Blastomonas, Brachymonas, Bradyrhizobium,

Brenneria, Brevundimonas, Burkholderia,
Chelatobacter, Chromobacterium, Chryseomonas,
Comamonas, Corynebacterium, Delftia, Derxia,
Devosia, Enterobacter, Flavimonas, Flavobacterium,
Flexibacter, Frankia, Halomonas, Herbaspirillum,
Matsuebacter, Mesorhizobium, Moraxella, Nevskia,
Nocardia, Ochrobactrum, Pantoea, Pectobacterium,
Phenylbacterium, Phyllobacterium,
Photobacterium, Porphyrobacter,
Pseudoalteromonas, Pseudémonas, Psychrobacter,
Ralstonia, Renibacterium, Rhizobacter, Rhizobium,

Rhizomonas, Rhodanobacter, Rhodococcus,
Shewanella, Sinorhizobium, Sphingobacterium,
Sphingomonas,  Spirillum,  Stenotrophomonas,
Streptomyces, Thauera, Variovorax, Vibrio,
Xanthomonas, Xylella, Zoogloea, Zymobacter,

Zymomonas. Embora exista uma grande diversidade
de bactérias endofiticas capazes de se associar com
uma variedade de espécies de plantas, apenas uma
pequena fracdo destes organismos é capaz de fixar
nitrogénio.

A possibilidade da ocorréncia de aumentos
significativos na disponibilidade de nitrogénio por
meio da FBN para gramineas, tais como o arroz
(BODDEY et al.,, 1995), cana-de-agucar (JAMES,
2000), milho, sorgo e trigo (RONCATO-MACCARI et
al., 2003) foi demonstrada ha alguns anos atras.
Sendo que a cana-de-agucar foi um dos melhores
exemplos de associacdo com bactérias fixadoras de
nitrogénio (OLIVEIRA et al., 2002).

Além da FBN, alguns desses microrganismos
também possuem a capacidade de promover o
crescimento vegetal através da solubilizagdo de
fosfatos minerais ou outros nutrientes do solo e
produzem ou alteram a concentra¢do de hormaonios
vegetais, como o acido indol acético, acido
giberélico, citocininas e etileno (DOBBELAERE et al.,
2003).

Dobereiner (1992) demonstrou que as
bactérias diazotrdficas podem infectar todos os
tecidos da cana-de-aglcar e estudos subseqientes
mostraram que esses organismos nao estdo
restritos a essa Unica cultura. Esses diazotrdficos
foram observados em varios membros da familia
das gramineas, especialmente nas plantas com a
rota fotossintética C4, a qual, em condi¢Ges
favoraveis, pode assimilar o dobro de energia solar
que as plantas C3. A maioria das plantas C4 cresce
nos trépicos, com exce¢do do milho e do sorgo, os
quais também s3o encontrados em regides
temperadas (REIS et al., 2000).
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O isolamento de bactérias diazotrdficas
endofiticas ativas na FBN do interior das raizes foi
realizado ha algum tempo atras por Baldani et al.
(1986) utilizando raizes de milho e sorgo, as quais
foram externamente esterilizadas. Durante as
Ultimas duas décadas, muitas bactérias endofiticas
fixadoras de nitrogénio foram isoladas e
identificadas, incluindo espécies dos géneros
Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter
diazotrophicus e Azoarcus. Grande parte desses
diazotroficos foi isolada de regides tropicais,
especialmente no Brasil, e essas regides tém sido a
principal fonte para os grupos que trabalham com
diazotréficos associativos.

Entre os  organismos  diazotrdficos
endofiticos estdo incluidos os organismos capazes
de fixar nitrogénio em simbiose com plantas
leguminosas (género Rhizobium e Bradyrhizobium,
por exemplo) e organismos que fixam nitrogénio
associados as gramineas. Entre os fixadores que
habitam o interior das raizes (endofiticos),
destacam-se as bactérias dos géneros Azospirillum
(endofiticas facultativas) e as bactérias dos géneros
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum e
Azoarcus (consideradas endofiticas obrigatdrias,
devido a obrigatoriedade de viverem no interior da
planta) (BALDANI et al., 1997). Essa grande
diversidade é também estendida para organismos
do mesmo género e mesmo entre linhagens de uma
mesma espécie, crescidos em condicdes ambientais
diferentes. Para Azospirillum, por exemplo, foi
demonstrado que diferentes linhagens, isoladas de
solos de sete regibes geograficas diferentes na
Austrdlia, apresentaram uma ampla varia¢cdo na sua
atividade de nitrogenase (reducdo do nitrogénio
molecular a amodnia), como conseqliéncia do
ambiente em que estavam expostas (HAN & NEW,
1998). Os diazotrdficos endofiticos sdo encontrados
em varias plantas ndo leguminosas.

Entre os  organismos  diazotrdficos
endofiticos citados, o género Azospirillum é o mais
estudado e tem sido usado como modelo para
investigacbes da associacdo entre bactérias
diazotroficas e cereais (ZAKHAROVA et al., 1999).
Organismos do género Azospirillum s3o bactérias
Gram negativas fixadoras de nitrogénio classificadas
inicialmente como bactérias de vida livre.
Entretanto existem relatos da associacdo destes
microrganismos com as raizes das plantas e da
presenga destes o interior dos tecidos vivendo
endofiticamente nos espagos intercelulares. Sendo

assim, Azospirillum spp é atualmente classificado
com endofitico facultativo.

O género apresenta um metabolismo
bastante versatil o que confere caracteristicas
adaptativas permitindo assim o estabelecimento
competitivo na rizosfera (STEENHOUDT;
VANDERLEYDEN, 2000). Essas caracteristicas
conferem ao género a habilidade de promover o
crescimento de mais de 100 espécies de cereais e
leguminosas (BASHAN et al., 2004). Aparentemente,
a inoculacao de Azospirillum spp. pode reduzir o
uso de fertilizantes quimicos, especialmente
nitrogénio, na ordem de 20% a 50% sendo que
resultados superiores ja foram obtidos quando a
inoculacdo foi utilizada juntamente com a
incorporacao de fertilizantes organicos (BASHAN et
al., 2004).

As plantas de milho podem ser colonizadas
simultaneamente por uma grande diversidade de
bactérias diazotrdficas (LODEWYCKX et al., 2002).
Recentemente, muitos microrganismos
diazotréficos tém sido encontrados colonizando
plantas de milho (OLIVARES et al, 1996;
STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). Contudo, a
maioria dos estudos de diversidade, realizados até o
presente, foram baseados em técnicas de cultivo e
subseqiiente caracterizacdo de isolados.

O cultivo de microrganismos fornece
informacgdes limitadas sobre a diversidade ja que a
maioria dos organismos existentes ndo é facilmente
isolada por meio de técnicas de cultivo
convencionais. Embora muitos microrganismos
diazotroficos tenham sido detectados em
associacdo com plantas de milho, a diversidade
(nimero e riqueza de espécies) de bactérias
fixadoras de nitrogénio associadas a estas plantas
ainda permanece desconhecida.

Relatos da associacdo de bactérias dos
géneros Azospirillum e Klebsiella sdo os mais
freqlientes em estudos da interacio de
diazotréficos com o milho. Ambos os géneros ja
foram detectados por estudos baseados em cultivo
e isolamento (BALDANI et al., 1986; PALUS et al.,
1996) bem como estudos baseados em técnicas
independentes de cultivo (CHELIUS & TRIPLETT,
2001). Tem sido reportado que bactérias do género
Azospirillum podem colonizar o interior de diversas
gramineas e cereais (REIS et al.,, 2000) e que
bactérias do género Klebsiella podem colonizar o
interior de plantas de trevo vermelho (STURZ et al.,
1998), videiras (BELL et al., 1995), arroz (ELBELTAGY
et al., 2000) e batata doce (REITER et al., 2003).
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O género Burkholderia também tem sido
apontado como de ampla ocorréncia em associagao
com o milho cultivado no Brasil e no México (PERIN
et al., 2006) sendo que a espécie B. tropica tem sido
detectada em maior freqiéncia. A ocorréncia
destes organismos em associacdo com o milho em
diferentes regides geograficas pode indicar que
certos géneros de bactérias diazotréficas estdo
associados preferencialmente ao milho
independente do tipo de solo e do clima da regido
de cultivo.

Além dos organismos diazotréficos citados
anteriormente, o género Rhizobium também ja foi
detectado infectando o interior dos tecidos de
plantas de milho principalmente em plantas
coletadas em lavouras cultivadas no sistema de
rotacdo de culturas com plantas leguminosas.
Embora este género seja bem estudado na
associacao com plantas leguminosas, pouco se sabe
sobre os efeitos provocados por estas bactérias
quando associadas as gramineas. Entretanto, o
aumento no crescimento do milho devido a
producdo de fitormbnios excretados por bactérias
do género Rhizobium ja foi constatado (SCHLOTER
et al, 1997). A espécie diazotréfica Rhizobium
tropici isolado CIAT899, utilizada com sucesso na
inoculagdo de Phaseolus vulgaris, também foi
reconhecida por Rosenblueth e Martinez-Romero
(2004) como uma espécie endofitica competitiva
capaz de se associar as plantas de milho em
experimentos de inoculagdo, o que demonstra que
estes organismos estdo naturalmente associados ao
milho.

FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO EM MILHO:
RESULTADOS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O estabelecimento em plantas de
Azospirillum sp e varias outras espécies
assimbidticas é restrita, pois esse tipo de bactéria
requer grande necessidade de material energético e
apesar da incidéncia ser relativamente grande em
regibes tropicais e subtropicais, ndo ha
especificidade nas associa¢bes de gramineas com
essa bactéria (DOBEREINER et al., 1990).

No entanto, recentemente tém sido introduzidos no
Brasil inoculantes contendo cepas de Azospirillum
sp, de nome comercial “Graminante”, havendo,
contudo, informagdes escassas relativas ao seu
potencial agronémico e retorno econémico para o
produtor. O principal efeito dessas bactérias esta,
principalmente, na promog¢do do crescimento

radicular das plantas, pela produgdo de substancias
promotoras de crescimento.

O inoculante “Graminante” é composto por
bactérias do género Azospirilum e tem como
veiculo carbonato de cdlcio e carbonato de
magnésio. A recomendacao do fabricante é que o
produto seja aplicado a seco, imediatamente antes
da semeadura (200 g de produto comercial para 50
kg de sementes). O fabricante ndo especifica o
nimero de bactérias desse produto por grama de
inoculante.

No trabalho de Cavallet et al. (2000), o
produto comercial “Graminante” aumentou a
produtividade em média de 300 kg ha-1, no entanto
esse aumento ndo foi significativo. Os autores
verificaram também que com melhor
disponibilidade de nitrogénio a inoculacdo das
sementes aumentou a produgdo em 30%, dados
confirmados também pelo trabalho de Didonet et
al. (1996), no qual verificou que a associacdo
Azospirillum-milho usa mais eficientemente o
nitrogénio mineral aplicado ao solo. No mesmo
artigo, os autores relatam que o comprimento de
espigas de milho foi influenciado com a aplicacado
do produto (Cavallet et al., 2000), refletindo em
maior producdo de graos por espiga.

Entre os aspectos que devem merecer
atencao dos pesquisadores, ressalta-se a selecdo de
estirpes adaptadas as condicGes locais e as culturas
e cultivares usadas em cada regido, sendo
necessario testar-se as estirpes de Azospirillum,
selecionando-se aquelas mais adaptadas as
situagBes de clima e do manejo de culturas, para
possivel recomendacdo em um produto comercial.

Experimentos desenvolvidos pelo método
de incorporacdo do 15N2 confirmaram que varias
gramineas tropicais se beneficiam de nitrogénio
fixado biologicamente (De-Polli, 1975). No entanto,
0 manejo desse processo em gramineas depende,
entre outros, da identificacdo das espécies que
contribuem, significativamente, para o processo.
Como elas ndo formam estruturas anatOmicas
diferenciadas (como os nédulos em leguminosas),
sua localizagdo e ocorréncia na rizosfera e no
interior de tecidos vegetais sdo pesquisadas,
colocando-se amostras de solo, rizosfera, raiz ou
outro material vegetal em meios de cultura
seletivos para cada espécie. As de espécies
endofiticas (que ocorrem dentro dos tecidos) sdo
pesquisadas, desinfestando-se, superficialmente, a
amostra com produtos como Cloramina-T ou agua
sanitdria, entre outros. Frequentemente, mais de
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uma espécie e até mais de um género sdo
encontrados na mesma espécie vegetal.

Outras espécies, ndao detectadas pelos
meios de cultivo atualmente utilizado, ou espécies
ndo cultivdveis podem, também, estar ocorrendo.
No entanto, alguns resultados mostraram
correlacido com a incidéncia de determinadas
espécies e as demandas nutricionais da planta. Por
exemplo, o numero de células de Azospirillum spp.
é constante no solo e na rizosfera (ecto +
endorizosfera) de milho durante todo o ciclo da
planta, porém quando as bactérias da ectorrizosfera
sdo eliminadas, através da esterilizacao superficial
das amostras de raizes com Cloramina-T, verifica-se
que o numero dessas bactérias na endorizosfera
aumenta bastante na floragdo e, posteriormente,
no enchimento de grdos, justamente quando a
demanda de nitrogénio e de outros nutrientes pela
planta é maior.

Apesar de a pesquisa sobre fixadores de N2
(diazotroficos) associativos no Brasil, ter-se iniciado
na década de 50 por Dobereiner e colaboradores,
com os géneros Azotobacter e Beijerinckia, ela so
foi intensificada a partir da descoberta de novas
espécies de Azospirillum (DOBEREINER, 1978), que
coincidiu com a chamada “crise do petréleo”,
despertando o interesse por alternativas biolégicas
aos fertilizantes nitrogenados utilizados na
agricultura. A partir de entdo, varias espécies novas
tém sido descobertas e ensaios de inoculacdo de
diazotroficos associativos em plantas tém sido
realizados no Brasil e em outros paises. Os
resultados nem sempre s3ao positivos, e se
questiona se o numero de resultados negativos ou
sem efeito ndo estaria subestimado, uma vez que a
tendéncia é ndo publica-los.

Ja, na maioria dos ensaios, usaram-se
estirpes introduzidas e ndo homalogas (i.e. isoladas
da mesma espécie vegetal onde foram inoculadas)
gue ndo passaram por um processo de selecdo
guanto a sua eficiéncia e adaptacdo as condicGes
edaficas e climaticas dos ensaios, a exemplo do que
se faz nas simbioses de bactérias noduliferas (e.g.
rizobio) em leguminosas, o que contribuiria para
subestimar também, ndo sé o niumero de resultados
positivos como a magnitude do efeito encontrado.
Estima-se que 60 a 70% dos trabalhos realizados,
obtiveram respostas positivas com maior freqiiéncia
na faixa de 5 a 30% de aumento de produgdo
(OKON; LABANDERA-GONZALEZ, 1994), e
geralmente em solos com baixa aplicagdo de
insumos, principalmente niveis baixos de

fertilizante nitrogenado. Resultados obtidos em
experimentos realizados posteriormente
apresentaram a mesma tendéncia (BASHAN et al.,
2004).

De qualquer modo, deve-se admitir que
eficiéncia similar a das simbioses de bactérias
noduliferas com leguminosas no solo ndao pode ser
alcancada, uma vez que esta é resultante de um
processo muito mais evoluido que minimiza perdas,
no nitrogénio fixado, por interferéncia de fatores
guimicos, fisicos e biolégicos que interagem na
complexidade, heterogeneidade e dinamica do
sistema edafico. A eficiéncia da FBN pode ser
calculada em termos de quantidade de N2 fixado
por grama de substrato consumido. Bacteridides de
rizobio dentro de nddulos de ervilha tém eficiéncia
elevada de 100 mg N2 g-1 glicose, uma vez que
estabelecido o nddulo, cessa seu crescimento e
passa a fixar N2 em fase estacionaria, enquanto as
outras espécies, por serem organismos em
crescimento, tém que utilizar parte da energia
metabdlica na sintese de material celular. Por outro
lado, no interior dos ndédulos no solo, os
bacteridides estdo em intima relacdo com a planta,
relacdo essa que é modulada fisiolégica, bioquimica
e geneticamente, o que garante maior eficiéncia da
simbiose. Ja para as bactérias associativas, mesmo
localizadas no interior das plantas, ndao ha
evidéncias de relacdo tdo complexa, o que
teoricamente contribui para diminuir a contribuicao
da FBN.

Alguns trabalhos tém mostrado que os
efeitos da inoculagdo de diazotréficos no
crescimento  vegetal podem ser também
nutricionais, fisioldgicos, morfoldgicos e de controle
biolégico de organismos maléficos. Os possiveis
mecanismos causadores desses efeitos encontram-
se na Tabela 10. Além da FBN destaca-se a
producdo de substancias promotoras de
crescimento vegetal, como fitormoOnios (auxinas,
citocininas e giberelinas) e vitaminas.

Em pesquisa realizada por Reis Junior et al.
(2008), pela Embrapa Cerrados, avaliando 8
variedades de milho (Sol da Manh3, Eldorado, BR
106, BR 451, BRS 4150, MC 5, MC 4 e MC 10),
relataram a presenca de mais de 104 bactérias
diazotréficas em associagdo com as diferentes
variedades de milho. Os resultados demonstraram
que as bactérias do género Herbaspirillum que
foram obtidos no isolamento, foram superiores a do
género Azospirillum spp. (A. brasilense e A.
lipoferum) (Figura 10). Provavelmente, as col6nias
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caracteristicas de Herbaspirilum spp. e A.
amazonense foram mais facilmente isoladas se
comparado as outras bactérias (A. brasiliense e A.
lipoferum). Entretanto os autores ndo esperavam
gue o numero de isolados de Herbaspirillum fosse
superior aos de Azospirillum, mesmo que a
presenca de bactérias do género Herbaspirillum ja
tenha sido relatada em associagdo com plantas de
milho (BALDANI et al., 1986; OLIVARES et al., 1996).

No mesmo trabalho, Reis Junior et al.
(2008), verificaram que a adubacdo nitrogenada
provocou efeitos negativos em relacdo ao numero
de bactérias diazotréficas encontradas. Pode-se
observar também que ndo houve diferencgas
significativas em relagdo a populacdo de bactérias
encontradas entre as diferentes variedades de
milho avaliadas. Isso indica que as diferentes
eficiéncias nutricionais das variedades de milho nao
se correlacionam a populacdo destes
microrganismos, e que, provavelmente, devem ser
resultado de uma gama de fatores genéticos,
bioquimicos e fisioldgicos envolvendo tanto os
macro quanto os microsimbiontes. Em virtude da
importancia da producdo de AIA por bactérias dos
géneros Azospirillum e Herbaspirillum, alguns
isolados oriundos da associacdo com raizes de milho
tiveram sua capacidade de producdo deste
hormonio avaliada (REIS JUNIOR et al., 2008). Todos
os isolados produziram AIA, e a quantidade de AIA
variou entre os isolados. A estirpe A. lipoferum foi a
que produziu a maior quantidade.

Reis Junior et al. (2008) testaram também a
capacidade de fixagdo de nitrogénio atmosférico
pelos isolados de raizes de milho, estirpes
Azospirillum amazonense e Herbaspirillum tiveram
sua atividade nitrogenase averiguada pela
metodologia de reducdo do acetileno. Todos os
isolados apresentaram capacidade de reduzir
acetileno.

No experimento de inoculagdo de bactérias
em milho, de Reis Junior et al. (2008), A.
amazonense se destacou diante dos demais
tratamentos, produzindo 39% a mais de matéria
seca e 42% de raizes em relagao ao tratamento nao
inoculado. Provavelmente, a maior produgdo de
matéria seca e acumulo de nutrientes por plantas
inoculadas sejam devido a produc¢do de substancias
promotoras de crescimento pelas bactérias (AlA).

Os autores demonstraram também em
outro experimento que plantas inoculadas com
espécies diferentes (A. amazonense + H.
seropedicae) tiveram  melhor desempenho,

apresentando resultados superiores aos demais,
com incremento de 33% em relagdo ao controle
para a area foliar. Apenas esse tratamento
apresentou  quantidade de N acumulado
estatisticamente superior ao controle (24%). O
aumento nos teores de N em plantas inoculadas
com bactérias diazotréficas é comumente relatado,
podendo ser resultado tanto da fixacdo bioldgica de
nitrogénio, quanto dos mecanismos de promocao
do crescimento, que podem incrementar a
capacidade de absorcdo desse nutriente
(DOBBELAERE et al., 2001).

Esses trabalhos demonstram a importancia
de se reiniciar os estudos envolvendo bactérias
fixadoras de nitrogénio e/ou promotoras de
crescimento de plantas, em associagdo com
gramineas como o milho que é uma espécie de
muita importancia econ6mica. Porém esses
experimentos devem ser repetidos em condi¢Ges de
campo.

CONSIDERAGOES FINAIS

Para outras plantas ndo-leguminosas, a
exemplo do milho, estudos também mostraram
associacées com bactérias fixadoras de nitrogénio,
embora, ndo havendo a formacdo de nédulos como
acontece nas leguminosas, entretanto, o
interessante é direcionar estudos relativos a melhor
assimilacdo do nitrogénio. Nestas plantas, ocorre a
colonizag¢do da superficie e/ou interior das raizes e
interior da parte aérea por bactérias do solo que
fixam nitrogénio do ar e disponibilizam as plantas.
Neste campo, os resultados de selecdo de estirpes
inoculantes ainda ndo atingiram niveis tdo elevados
qguanto a simbiose em leguminosas. Ainda assim,
existem pacotes tecnolégicos, utilizando variedades
de plantas e estirpes bacterianas eficientes, que
podem suprir mais de 50% do nitrogénio necessario
a planta, devido a maior facilidade de assimilacdo
do nitrogénio.

Entre os aspectos que devem merecer
atencdo dos pesquisadores, ressalte-se a sele¢do de
estirpes adaptadas as condi¢des locais e as culturas
e cultivares usadas em cada regido, sendo
necessario testar-se as estirpes de Azospirillum,
selecionando-se aquelas mais adaptadas as
situagBes de clima e do manejo de culturas, para
possivel recomendagdao em um produto comercial.
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