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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia do Solo
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

FIXAQAO DE NITROGENIO POR BACTERIAS DIAZOTROFICAS EM
CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO
AUTORA: ANELISE VICENTINI KUSS
ORIENTADOR: PROF. DR. THOME LOVATO
Santa Maria, 15 de dezembro de 2006.

O arroz ¢ uma cultura importante no sul do Brasil, com produtividade de 6 t.ha”', demandando
grandes quantidades de nitrogénio. A fixagao biologica de nitrogénio (FBN) ja esta estabelecida entre
leguminosas, e entre as gramineas, microrganismos dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum,
Gluconacetobacter e Burkholderia apresentam potencial para FBN e producdo de substincias
promotoras de crescimento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da inoculagdo de
bactérias diazotroficas sobre o desempenho do arroz em campo. Foram quantificadas e isoladas
bactérias diazotroficas de nove cultivares de arroz irrigado do Estado do Rio Grande do Sul.
Utilizando os meios NFb (Azospirillum brasilense/lipoferum), JINFb (Herbaspirillum), MV
(Burkholderia), LGI (Azospirillum amazonense) e LGI-P (Gluconacetobacter), foram obtidos 58
isolados. Destes, 10 isolados obtidos em meio NFb (I-02, 1-08, 1-14, 1-20, 1-26, 1-31, 1-36, 1-42, [-48 ¢
I-54) e A. brasilense e A. lipoferum foram avaliados “in vitro” quanto a sua capacidade de FBN e
producdo de acido indolacético. Quanto a FBN, A. brasilense e A. lipoferum apresentaram maiores
valores (41,08 e 46,82 ug N mL™, respectivamente) em relagio a todos os isolados avaliados. Para
produgio de 4cido indolacético, o isolado I-31 foi o maior produtor (13,47 ug mL™). No experimento
em camara de crescimento utilizaram-se A. brasilense e A. lipoferum,os isolados I-14, I-31 e I-54 ¢ as
cultivares de arroz IRGA-417, IRGA-419 ¢ BR-IRGA-420. Em solugdo nutritiva A. lipoferum e o
isolado 1-54 associados ao arroz BR-IRGA-420 foram os maiores produtores de massa seca (13,11 e
13,22 mg planta ', respectivamente) e em solo os maiores valores foram para A. brasilense (20,40 mg
planta™) e o isolado I-31(16,00 mg planta™). No campo foram avaliadas as populagdes de bactérias
diazotroéficas e os indicadores de crescimento do arroz, como altura, massa fresca e seca, comprimento
e peso radiculares, N-total da parte aérea e rendimento em grios. As coletas realizaram-se aos 40, 90 e
120 dias apds a semeadura (DAS). Foram utilizadas doses de N de 0, 60 e 120 kg ha™' e inoculantes
contendo Azospirillum brasilense ou isolado I-31. Aos 135 DAS procedeu-se a colheita. A populacdo
de bactérias diazotroficas endofiticas nos diferentes estidgios do arroz foi obtida em de meios de
cultivos especificos, revelando grande niimero nas raizes. Verificou-se um incremento no rendimento
em grios do arroz de 26,91% quando inoculado com A. brasilense ¢ 17,78% quando inoculado com I-
31, ambos sem utilizagdo de adubo nitrogenado. Na dose de N recomendada para o arroz, de 120 kg
ha™, o rendimento do arroz inoculado com A. brasilense aumentou 12,84% e o isolado I-31 aumentou
31,85% sobre o tratamento sem inoculagdo e sem adubagdo nitrogenada. Os dados obtidos permitem
concluir que existem possibilidades de se utilizar bactérias diazotroficas endofiticas isoladas de
cultivares da regido e avaliadas in vitro como microrganismos para inoculantes, permitindo a reducio
dos custos de adubacgdo nitrogenada e a manutengdo da produgdo de arroz.

Palavras-chave: arroz, auxinas, diazotroficos, endofiticos, fixacdo bioldgica de nitrogénio, inoculante.



ABSTRACT
Thesis of Doctor

Post-Graduate Course in Soil Science
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brazil

INITROGEN FIXATION BY DIAZOTROPHIC BACTERIA IN
FLOODED RICE CULTIVARS
AUTHOR: ANELISE VICENTINI KUSS
ADVISER: PROF. DR. THOME LOVATO
Santa Maria, December 15", 2006.

Rice is a very important culture in the South of Brazil, with productivity mean of 6 t ha™,
requiring large amounts of nitrogen. The biological nitrogen fixation (BNF) has already been
established for legumes and in gramineous plants, microrganisms of the genus Azospirillum,
Herbaspirillum, Gluconacetobacter and Burkholderia have potential to BNF and growth-promoting
substances production. The aim of this work was to evaluate the influence of inoculation with
diazotrophic bactéria above the performance of rice in the field. Diazotrophic bacteria were measured
and isolated of nine rice cultivars in Rio Grande do Sul State. Using the NFb medium ((Azospirillum
brasilense/lipoferum), INFb (Herbaspirillum), JMV (Burkholderia), LGI (Azospirillum amazonense)
and LGI-P (Gluconacetobacter), 58 isolates were obtained. From these, 10 isolates obtained in NFb
medium (1-02, 1-08, 1-14, 1-20, 1-26, 1-31, 1-36, 1-42, 1-48 e 1-54) and A. brasilense and A. lipoferum
were evaluated in vitro the N,-fixing ability and indolacetic acid production. All for BNF, A,
brasilense and A. lipoferum showed greater values (41,08 ¢ 46,82 ug N mL™', respectively) in relation
to all the isolates evaluated (7,20 a 12,99 pg N mL™). For indolacetic acid production, the 1-31 isolate
was the greatest producer (13,47 ug mL™). In experiment of greenhouse A. brasilense e A. lipoferum
were used 1-14, I-31, I-54 isolates, and the rice cultivars IRGA-417, IRGA-419 e IRGA-420. In
nutritive solution, A. lipoferum and 1-54 isolate associated with IRGA-420 rice were the major
producers of dry mass (13,11 e 13,22 mg plant ', respectively) and in soil the greater values were for
A. brasilense (20,40 mg plant™) and the I-31 isolate (16,00 mg planta™). In the fields, the populations
of diazotrophic bacteria were evaluated and the parameters of rice growth as lenght, fresh and dry
mass, lenght and weight of roots, total N-content of aerial parts and productivity of grains. The
collections were performed on the 40, 90 e 120 day after seedling (DAS). Doses of 0, 60 and 120 kg N
ha™ and inoculant with Azospirillum brasilense or I-31 isolate inoculant were used. At the 135 DAS
the harvest was proceeded. The population of endophytic bactéria in the different rice-growing stages
was obtained in culture medium, revealing great numbers present in the roots. Verified an increase at
the yield of rice grains of 26,91% was verified when inoculated with A. brasilense and 17,78% when
inoculated with I-31, both without the use of the N-fertilizer. In the reccommended dose for rice at 120
120 kg N ha ", the yield of inoculated rice with A. brasilense increased 31,85% over uninoculated
control and unfertilizer-N. The data obtained allow to conclude that there is a possibility to use
endophytic diazotrophics bacteria isolated from regional cultivars evaluated “in vitro” as
microrganisms towards inoculants, permitting the reducing of costs from N-fertilizer and the
maintenance of rice productivity.

Key-words: auxin, biological nitrogen fixation, diazotrophic, endophytic, inoculant.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ um alimento extensamente consumido no planeta, suprindo
mais de 50% da alimentacdo mundial (GYANESHWAR et al., 2001). Aproximadamente 150
milhdes de hectares sdo utilizados para seu cultivo, e destes, 75% crescem em condigdes de
solos alagados (LIESACK et al.,, 2000). A demanda de consumo gerada pelo aumento
populacional tem levado os pesquisadores a conduzir seus experimentos na busca de
contribui¢des que reduzam o custo de producdo do arroz e aumentem a produtividade. No Rio
Grande do Sul, segundo estimativas da CONAB — Companhia Nacional de Abastecimento,
em uma area de 1.018,10 mil hectares cultivados na safra de 2005/2006, foram colhidas
6.431.300 toneladas de arroz, com produtividade média de 6.317 kg ha”. No entanto, ha
potencial para producio de até 10 t ha™', sendo a pesquisa fator fundamental para o aumento
de produtividade e da redu¢do de custos de producao (LOPES, 2005).

Dentre as varias formas de aumentar a produgdo vegetal, destaca-se a importancia do
suprimento de nitrogénio, elemento importante na sintese de proteinas e enzimas que
garantem a vida do vegetal. Os processos que se constituem fontes capazes de fornecer
grandes quantidades de nitrogénio as plantas sdo a decomposi¢do da matéria organica do solo,
a utilizagdo de fertilizantes nitrogenados e a fixagdo bioldégica de N, da atmosfera
(CARVALHO, 2002). Paralelamente ao aumento da produgao gerado pela larga aplicacao de
adubos nitrogenados de origem fossil, verificam-se problemas de contaminagdo ambiental,
pois a lixiviagdo contamina severamente solos e aguas superficiais (SMIL, 1997). Essa
contaminagdo causa eutrofizagdo de lagoas e a acidificagdo de solos cultivaveis, que por sua
vez, provoca aumento das perdas de oligonutrientes e a liberagao de metais pesados do solo
para os sistemas aqiiiferos. Nesse contexto, a utilizacdo de organismos capazes de fixar o
nitrogénio atmosférico se apresenta como uma alternativa natural para fornecer o nitrogénio
requerido pelos vegetais. Entre os organismos fixadores de nitrogénio atmosférico,
denominados diazotréficos, encontram-se cianobactérias, arqueobactérias, bactérias Gram-
positivas, enterobactérias e proteobactérias (ROMERO et al., 1998).

A interacdo de bactérias diazotroficas com diversas culturas tem sido tema de
pesquisas no mundo todo, devido ao seu potencial biotecnologico, evidenciado no aumento da
produtividade das culturas, possibilidade de reducao dos custos de produgdo ao diminuir o
volume de adubos nitrogenados que sdo aplicados e, conseqiientemente, melhor conservacao

dos recursos ambientais. As contribuigdes na fixacdo bioldgica de nitrogénio foram



verificadas inicialmente em leguminosas, mas plantas da familia Graminae utilizadas em
diversos experimentos tém apresentado potencial significativo, respondendo com aumento na
producdo quando inoculadas com bactérias diazotroficas (BALDANI et al., 2002, PENG et
al., 2002, ELBELTAGY et al., 2001).

Este trabalho foi dividido em trés capitulos. O primeiro se refere ao processo de
quantificagdo e isolamento de bactérias diazotroficas presentes em raizes de diversas
cultivares de arroz e posterior avaliacio da capacidade de FBN e producdo de acido
indolacético, com sele¢do dos isolados mais promissores para aplicagdo como inoculante em
experimentos. O segundo capitulo se refere ao crescimento de cultivares de arroz inoculadas
com os isolados mais promissores obtidos “in vitro”, cultivadas em camara de crescimento,
dispostas em dois experimentos: plantulas de arroz cultivadas em solucdo nutritiva e plantulas
de arroz cultivadas em solo. O terceiro capitulo se refere ao experimento em campo,
observando-se o comportamento populacional das bactérias diazotroficas e o desempenho
agrondmico do arroz irrigado frente aos tratamentos de inoculagdo e diferentes doses de
nitrogénio aplicadas, avaliando-se o efeito benéfico ou ndo da inoculagdo por com bactérias

diazotroficas na produtividade do arroz irrigado.



2 HIPOTESES

- A inoculagdo de bactérias diazotréficas em arroz inundado produz aumento do contetido

de nitrogénio da planta em decorréncia de maior fixacdo bioldgica de nitrogénio realizada.

- A inoculacdo de bactérias diazotroficas em arroz inundado permite manter alta

produtividade vegetal, reduzindo a dose de adubo nitrogenado a ser aplicada.

- Bactérias do género Azospirillum podem favorecer o crescimento de plantas de arroz
inundado através da fixag@o bioldgica de nitrogénio e produ¢do de substancias promotoras

de crescimento (auxinas).

- Bactérias isoladas de plantas de arroz, que, quando avaliadas “in vitro” quanto a sua
capacidade de produ¢do de substancias promotoras de crescimento ¢ fixagdo bioldgica de

nitrogénio, apresentarem bom desempenho, também o fardo em condi¢des de campo.



3 OBJETIVOS

Geral

Verificar o potencial de aplicagdo biotecnoldgica de bactérias diazotroficas sobre o
rendimento do arroz irrigado, selecionadas in vitro quanto a sua capacidade de fixagao
bioldgica de nitrogénio (FBN) e sintese de substancias promotoras de crescimento vegetal e

posteriormente aplicadas como inoculante para sementes cultivadas em campo.

Especificos

- Avaliar in vitro a capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio ¢ produgdo de
auxinas por bactérias diazotroficas endofiticas isoladas de cultivares utilizadas de arroz

irrigado no Estado do Rio Grande do Sul.

- Testar a eficiéncia na fixagdo de N, de bactérias do género Azospirillum em

variedades de arroz irrigado utilizadas no Estado do Rio Grande do Sul.

- Quantificar as bactérias diazotréficas presentes na raiz das plantas inoculadas e

crescidas sob diferentes concentragdes de nitrogénio.

- Avaliar a influéncia dos microrganismos diazotréficos inoculados sobre o

desenvolvimento e produtividade de plantas de arroz.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA: BACTERIAS DIAZOTROFICAS EM
ARROZ IRRIGADO: CARACTERISTICAS E POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO

DIAZOTROPHIC BACTERIA IN FLOODED RICE: CHARACTERISTIC AND
BIOTECHNOLOGIC POTENTIAL

4.1 RESUMO

Nesta revisdo sao abordadas caracteristicas das bactérias diazotréficas (fixadoras de
nitrogénio) e sua forma de atuacdo como microrganismos rizosféricos ou endofiticos. A
capacidade de transformar N, atmosférico em amodnia, que inicialmente impulsionou a
pesquisa, converteu-se em apenas uma das potencialidades verificadas nestes organismos. As
bactérias diazotroficas produzem diversas substancias promotoras de crescimento vegetal,
como fitormonios, enzimas solubilizadoras de minerais e antibidticos. Algumas espécies sao
capazes de associar-se as raizes de arroz irrigado, apresentando efeitos benéficos sobre o
crescimento vegetal. Devido a grande quantidade de dados obtidos até o presente, as bactérias
apresentam potencial para uso como biofertilizantes e podem gerar bioprodutos que
favoregam uma agricultura sustentdvel ¢ um ambiente mais limpo quanto a reduc¢ao do uso de

fertilizantes nitrogenados.

Palavras chave: arroz, biofertilizantes, diazotroficas, fitormdnios, nitrogénio.

4.2 ABSTRACT

This review summarizes and discusses the diazotrophs bacteria (nitrogen fixing) and
their modes of action as rhizosferic and endophytic microrganisms. Their ability to transform
atmosferic N, into ammonia, first motivated research and was converted into only one of
these organisms potencialities. The diazotrophic bacteria produced variety of compounds that

stimulated plant growth, as phytormones, minerals solubilizing enzymes and antibiotics.



Some species may grown in, on, or, arounds root rice, showing positive effects on plant
growth. Due to the great amount data obtained to far, the potential of selected diazotrophs can
be promising as biofertilizers and can generate bioproducts to make a significant impact on
sustainable and cleaner agriculture environment concerning the reduction of the use of

nitrogen fertilizers.

Key words: Bioferlilization; diazotrophic; endophytic; nitrogen; phythormones; rice.

4.3 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ um alimento extensamente consumido no planeta,
representando mais de 50% da alimentagdo mundial (GYANESHWAR et al., 2001).
Aproximadamente 150 milhdes de hectares sdo utilizados para seu cultivo, e destes, 75%
crescem em condi¢des de solos alagados (LIESACK et al., 2000). A demanda de consumo
gerada pelo aumento populacional tem levado os pesquisadores a conduzir seus experimentos
na busca de contribui¢cdes que produzam menor impacto ambiental e aumento no rendimento
do arroz irrigado, de forma a reduzir seu custo de producdo e aumentar a produtividade. No
Rio Grande do Sul, segundo dados da CONAB — Companhia Nacional de Abastecimento, em
uma area de 1.018.100 hectares cultivados na safra de 2005/2006, foram produzidas
6.729.600 toneladas de arroz, com uma produtividade média de 6.610 kg ha™. No entanto, ha
potencial para produgdo de até 10 t ha™', sendo a pesquisa um fator fundamental para o
aumento de produtividade e da redu¢do dos custos de producao (LOPES, 2005).

Dentre as varias formas de incrementar a produgdo vegetal, destaca-se a importancia
do suprimento de nitrogénio, elemento importante na sintese de proteinas e enzimas que
garantem a vida do vegetal. Os processos que se constituem fontes capazes de fornecer
grandes quantidades de nitrogénio sdo a decomposicdo da matéria organica do solo, a
utilizagdo de fertilizantes nitrogenados e a fixagdo biologica de N, da atmosfera
(CARVALHO, 2002). Paralelamente ao aumento da produgao gerado pela larga aplicacao de
adubos nitrogenados de origem fossil, verificam-se problemas de contaminagdo ambiental,
pois a lixiviagdo contamina severamente solos e dguas superficiais. Essa contaminagdo por
nitrogénio causa eutrofizagdo de lagoas e a acidifica¢do de solos cultivaveis, que por sua vez,

ocasiona aumento das perdas de oligonutrientes e a liberacao de metais pesados do solo para



os sistemas aqiiiferos (SMIL, 1997). Nesse contexto, a utilizacdo de organismos capazes de
fixar o nitrogénio atmosférico se apresenta como uma alternativa natural para fornecer o
nitrogénio requerido pelos vegetais. Entre os organismos fixadores de nitrogénio atmosférico,
denominados diazotréficos, encontram-se cianobactérias, arqueobactérias, bactérias Gram-
positivas, enterobactérias e proteobactérias (ROMERO et al., 1998).

A interacdo de bactérias diazotroficas com diversas culturas tem sido tema de
pesquisas no mundo todo, devido ao potencial biotecnologico evidenciado no aumento da
produtividade das culturas, possibilidade de redu¢do dos custos de producdo ao diminuir o
volume de adubos nitrogenados, e conseqiientemente, melhor conservacdo dos recursos
ambientais. A atuagdo das bactérias diazotréficas quanto a fixagdo biologica de nitrogénio
verificou-se inicialmente entre as plantas leguminosas, mas experimentos recentes tém
demonstrado que plantas da familia Graminae apresentam potencial significativo,
respondendo com aumento na produg¢do quando inoculadas com bactérias diazotréficas

(BALDANI et al., 2002; PENG et al., 2002; ELBELTAGY et al., 2001).

4.3.1 Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Rizosfera ¢ a zona do solo ao redor da raiz que se encontra sob influéncia imediata do
sistema radicular. Essa zona € rica em nutrientes, devido ao acimulo de uma variedade de
compostos organicos liberados pelas raizes por exsudagdo, secrecdo e deposicdo. O
crescimento e atividade microbianos sdo intensos na rizosfera, porque os compostos organicos
liberados pelas raizes podem ser utilizados como fonte de energia e carbono. Bactérias que se
associam as plantas, colonizando suas raizes, sdo denominadas rizobactérias, e podem ser
classificadas de acordo com seus efeitos sobre o crescimento vegetal: benéficas, deletérias ou
neutras (DOBBELAERE et al., 2003). Quando benéficas, as bactérias colonizam o sistema
radicular e promovem o crescimento vegetal, sendo denominadas rizobactérias promotoras de
crescimento vegetal — plant growth promoting rhizobacteria (PGPR). Bactérias diazotrdficas
do género Azospirillum spp. sdo consideradas PGPR, devido a sua capacidade de estimular o
crescimento das plantas pela produgdo de fitormonios, reducao do potencial de membrana das
raizes, sintese de enzimas, solubilizagdo de fosfato inorginico e mineralizagdo de fosfato
organico. Indiretamente, promovem o crescimento vegetal reduzindo ou prevenindo a acdo de
microrganismos patogénicos, devido a producdo de antibidticos ou siderdforos

(RODRIGUEZ & FRAGA, 1999).



Entre as rizobactérias existe um gradiente de proximidade e intimidade com a raiz:
bactérias vivendo no solo ao redor das raizes (utilizando metabolitos liberados pelas raizes
como fontes de C e N), bactérias colonizando o rizoplano (superficie da raiz), bactérias
residindo no tecido radicular e bactérias vivendo no interior das células em estruturas
radiculares especializadas (nédulos, como ¢ o caso da interacdo rizobio-leguminosas).
Rizobactérias que se instalam no interior das raizes das plantas, formando associagdes, sdao
endofiticas. Mas o conceito se estende ainda para bactérias que podem ser isoladas de plantas
cujos tecidos foram desinfectados superficialmente ou extraidas do interior das plantas, e que

nao causam prejuizo visivel nas plantas (GRAY & SMITH, 2005).

4.3.2 Mecanismos de acdo direta das bactérias promotoras de crescimento vegetal

As PGPR podem afetar o crescimento das plantas de forma direta ou indireta.
Promocao direta envolve a producdo de compostos para nutrir as plantas ou facilitar a entrada
de certos nutrientes do ambiente para as plantas. Os mecanismos de acdo direta incluem:

a) Fixagao biologica de nitrogénio (FBN)

E o processo de conversido de N, um gis inerte presente em grande quantidade na
atmosfera, praticamente inesgotavel, em NH3, o qual é mediado principalmente por bactérias.
Esse processo fornece compostos nitrogenados diretamente para as plantas por meio de
associagdes, ou quando os organismos morrem ¢ os liberam no ambiente, fornecendo o
nitrogénio necessario para o desenvolvimento vegetal (LINDERMANN & GLOVER, 2003).

A revolugdo verde dos anos sessenta trouxe um notavel incremento na producdo
agricola devido ao emprego de generalizado de adubos quimicos e sementes melhoradas.
Quanto aos adubos nitrogenados, seu uso indiscriminado tem ocasionado varios problemas de
contaminag¢do, pois uma parte alcanga depdsitos e cursos d’agua (ROMERO et al., 1998). A
FBN ¢ uma opcao alternativa e natural de adubagdo nitrogenada. Microrganismos presentes
nos oceanos e nas plantas leguminosas sdo responsaveis pelo processo de fixagdo bioldgica de
nitrogénio. No entanto, algumas plantas da familia Graminae tém apresentado capacidade de
FBN significativa. A cultura de arroz, por exemplo, consome atualmente 10 milhdes de
toneladas de adubos nitrogenados para produzir 500 milhdes de toneladas de graos no planeta.
A substituicdo de 25% da demanda de N, pela fixacdo bioldgica geraria uma economia de,
aproximadamente, 380 milhdes de dolares/ano (custo médio da tonelada de uréia U$ 150,00)

(BALDANI et al., 2002).



A fixagdo bioldgica de nitrogénio atmosférico podera ser de grande importancia em
solos alagados para cultivo de arroz. Em areas onde nao sao utilizados fertilizantes quimicos,
ha dependéncia da fixacdo bioldgica de N,, que parece prover um importante suprimento de
nitrogénio a cada ano (REDDY & PATRICK, 1979). Em sistemas de cultivo intensivo, como
na Asia, que produzem 70% do arroz consumido no planeta, considera-se a disponibilidade de
N como o principal fator limitante para atingir o potencial de rendimento das culturas.
Conseqiientemente, grandes quantidades de N mineral sdo utilizadas como adubos, e destes,
50% sdo perdidos por volatilizacdo em forma de amonia e desnitrificagio (KRONZUCKER et
al., 1998). O N aplicado na cultura de arroz irrigado se difunde na area inundada, sendo
rapidamente absorvido pelas plantas. No entanto, o que ndo ¢ absorvido rapidamente ¢
perdido pela emissdo de gases em forma de 6xido nitroso, gerado pela acdo de bactérias sobre
os nitratos disponiveis (SMIL, 1997; KIRK, 2001).

b) Sintese de sideroforos

Ferro ¢ um nutriente essencial para as plantas, mas relativamente insoluvel na solugao
solo. As plantas preferem para absor¢io formas de ferro reduzidas, como ion Fe*", mas fons
Fe’* sdo mais comuns no solo. Os sideroforos sdo moléculas secretadas por microrganismos
que seqliestram ferro de baixo peso molecular e o disponibilizam para as plantas em forma de
complexo sideréforo-Fe*™ (WANG et al., 1993). Os sideréforos sdo sintetizados em resposta
a baixa disponibilidade de Fe' em solugio e atuam como promotores de crescimento vegetal
porque disponibilizam o ferro absorvido para o crescimento vegetal, além de imobilizar o
ferro que estaria disponivel para a proliferacao de fitopatogenos (VESSEY, 2003).

¢) Producao de fitormonios

Recentemente, tem aumentado a evidéncia de que bactérias diazotroficas apresentam
papel importante no desenvolvimento vegetal através da sintese e exportagdo de fitormonios
ou reguladores de crescimento vegetal (Plant Growth Regulators — PGRs). PGRs sao
substancias organicas que, sob concentragdes muito baixas, influenciam processos
fisiologicos nas plantas e podem ser:

- Auxinas — a capacidade de sintetizar auxinas ¢ largamente observada em
microrganismo do solo e associados a plantas. Estimativas apontam para 80% das bactérias
i1soladas da rizosfera com capacidade de produzir auxinas reguladoras de crescimento vegetal.
A presenca de auxinas determina aumento do comprimento da raiz € do niimero de pélos e
raizes laterais — alteragcdes morfologicas da raiz, sendo conhecido por estimular tanto

respostas rapidas (aumento da elongacdo celular) como respostas lentas (divisao e



diferenciacdo celular) nas plantas. O mais importante fitorménio produzido por Azospirillum ¢é
a auxina acido 3-indolacético (AIA) (DOBBELAERE et al., 2003).

As alteragdes radiculares detectadas em plantas inoculadas com Azospirillum podem
explicar a melhor absor¢do de minerais pela planta. Apesar da grande producdo de AIA em
culturas puras, ndo se conhece ainda como ocorre o processo no interior das plantas ou na
regido rizosférica (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). Muitas cepas de
Azospirillum sdo encontradas no interior das raizes de Graminae e o crescimento verificado
nestas pode ser devido a produgdo e excrecdo de auxinas (LODEWYCKX et al., 2002).

Experimentos de isolamento de bactérias endofiticas tém revelado grande
variabilidade de microrganismos capazes de produzir grandes quantidades de auxinas “in
vitro” que, quando inoculados em plantas, promovem o aumento do crescimento vegetal em
relacdo aos tratamentos controle (ASGHAR et al., 2002; KHALIQ et al., 2004).

- Citocininas — o isolamento e a quantificag¢do de citocininas em bactérias diazotréficas
tem recebido pouca atencdo, pois compreendem um grupo de compostos presentes em
pequenas quantidades em amostras bioldgicas, dificultando sua identifica¢do e quantificagdo.
A aplicagdo exdgena de citocinina sobre as plantas apresenta inimeros efeitos, mas o mais
notdvel ¢ que induz a divisdo celular, embora a formacdo de pélos radiculares e
desenvolvimento da raiz também sao citados. Tem se verificado em plantas e microrganismos
associados a plantas mais de 30 compostos promotores de crescimento do grupo das
citocininas. Mais de 90% dos microrganismos encontrados na rizosfera sdo capazes de liberar
citocinina quando cultivadas “in vitro”. As citocininas se movem das raizes para os caules e
raizes expostas a citocininas podem afetar o crescimento e desenvolvimento vegetal
(DOBBELAERE et al., 2003).

- Giberelinas — tém surgido varias publica¢des sobre a producdo de giberelinas por
bactérias diazotréficas. Mais de 89 giberelinas (GA — 4acido giberélico) s3o conhecidas e
numeradas de GA; até GAgy, na ordem em que foram descobertas (ARSHAD &
FRANKENBERGER, 1998). A giberelina mais conhecida ¢ a GA3; e a mais ativa em plantas ¢
a GA,, que ¢ responsavel pelo alongamento do caule. Muitas observagdes sugerem que as
giberelinas podem ser produzidas por microrganismos, induzindo ou promovendo o
crescimento de plantas hospedeiras. Azospirillum spp. apresentam um importante papel nos
primeiros estagios de crescimento em gramineas devido as giberelinas que produzem. A
habilidade de Azospirillum em reduzir os efeitos de déficit de agua em sementes de cereais
sob estresse osmotico ou salino também sdo atribuidos a sua capacidade de produzir

giberelinas (CREUS et al., 2004).



- Etileno — a resposta das plantas a diferentes formas de estresse, inclusive infecg¢des
fitopatogénicas, envolve a producdo endogena de etileno. Quando as células vegetais
percebem as moléculas de etileno, desencadeiam processos de resposta ao estresse, levando a
senescéncia as células proximas ao sitio de produgdo de etileno, pois embora seja considerada
molécula mensageira secundaria, estimula a senescéncia, a abcissdo de frutos ou folhas, o
desenvolvimento de doencas, a inibicdo do crescimento, a sintese de enzimas (quitinase) e
antibioticos. Muitas bactérias promotoras de crescimento produzem a enzima 1 -
aminociclopropano-1-acido carboxilico desaminase (ACC desaminase). Supde-se que essa
enzima, sem fun¢do conhecida na bactéria, pode ser parte de um mecanismo para estimular o
crescimento vegetal, garantindo que o aumento dos niveis de etileno sejam menores em
plantas em desenvolvimento ou estressadas (LODEWYCHX et al., 2002; LUGTENBERG et
al., 2002).

d) Solubilizagdo de fosforo

Depois do nitrogénio, o fosforo ¢ o segundo mineral limitante do crescimento vegetal.
No solo ha grandes reservas de P em formas insoliveis, que ndo podem ser utilizadas pelas
plantas. Entre as bactérias presentes na rizosfera, algumas sdo capazes de secretar acidos
organicos ¢ fosfatases que facilitam a conversdo das formas insoliveis de P em formas
disponiveis para as mesmas, disponibilizando o nutriente para as plantas hospedeiras (KIM et
al., 1998).

Diferentes espécies de bactérias foram identificadas como capazes de solubilizar
compostos fosfatados inorganicos, como Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia.
Existem populagdes consideraveis deste grupo de bactérias nos solo e na rizosfera vegetal. A
solubilizacao de fosforo esta relacionada a fatores ambientais, como niveis nutricionais ¢
interagdo com outros microrganismos do ambiente (VESSEY, 2003).

O mecanismo mais comum de solubiliza¢do de fosfatos minerais consiste na agao dos
acidos organicos sintetizados pelas bactérias. A producao de acidos organicos resulta em
acidificagdo da célula microbiana e seu microambiente. Em conseqiiéncia, o Pi ¢ liberado do
mineral pela substituigio por Ca*". O acido mais frequentemente observado entre os
solubilizadores de fosfatos ¢ o acido gluconico, mas foram observados também 4acidos
cetogluconico, latico, isovalérico, isobutirico, acético, glicolico, malonico e succinico em
diferentes espécies de bactérias (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999).

A solubilizagdo de fosfatos organicos, também denominada mineralizagcdo de fosforo
organico, ocorre em solos com alto conteido de matéria orgéanica, que contém compostos com

fosforo organico. A decomposi¢ao da matéria organica ¢ realizada por bactérias saprofitas,



que liberam o radical ortofosfato da estrutura de carbono das moléculas. A biodegradagao dos
fosfatos organicos por microrganismos pode ser influenciada por parametros ambientais:
alcalinidade moderada, por exemplo, favorece a mineralizagdo de fosforo organico. A
degradabilidade dos compostos organicos depende principalmente das propriedades fisico-
quimicas das moléculas. Acidos nucléicos, fosfolipidios e fosfoglicidios sio facilmente
degradados, mas acido fitico, polifosfatos e fosfonatos sdo decompostos mais lentamente. A
mineralizagdo desses compostos ¢ realizada por varias fosfatases (também denominadas
fosfohidrolases), que podem ser especificas ou nio quanto ao substrato (RODRIGUEZ &
FRAGA, 1999).

4.3.3 Diazotroéficos na orizicultura

O interesse por microrganismos do solo tem aumentado devido a sua contribui¢ao na
manuten¢do da fertilidade do solo e, portanto, pelo favorecimento a agricultura sustentavel
(BALDANI et al., 1997; COCKING, 2003). A procura por bactérias diazotréficas, capazes de
converter nitrogénio gasoso da atmosfera em amodnia disponivel para a planta levou ao
isolamento de diferentes bactérias, inclusive simbiontes, como a noduladora de raizes
Rhizobium spp. (DOBBELAERE et al., 2003). Diferentes bactérias de vida livre que habitam
a rizosfera de gramineas tém sido descritas recentemente, como Azospirillum spp., Bacillus
spp. € Paenibacillus spp. Quando utilizadas como inoculante, apresentam efeitos benéficos ao
crescimento vegetal (SELDIN et al., 1998; CURA et al., 2005). Outras bactérias, por sua
capacidade de colonizar os tecidos internos das plantas e estabelecer estreitas relacdes de
associa¢do com seu hospedeiro, tém apresentado eficiente fixa¢do de nitrogénio atmosférico,
como ¢ o caso de Gluconacetobacter diazotrophicus (GILLIS et al., 1989) e Herbaspirillum
spp. (GYANESHWAR et al., 2001). Muitos organismos fixadores de N, tém sido isolados do
solo da rizosfera, rizoplano ¢ do interior dos tecidos vegetais de Graminae e outras familias
com o objetivo de inoculacio para reducio de custos (DOBEREINER et al., 1995).

A cultura do arroz irrigado apresenta uma ecologia microbiana especial, como
diversidade, estrutura e dindmica de comunidades. O solo cultivado com arroz irrigado pode
ser considerado um sistema com trés compartimentos, caracterizados por diferentes condi¢cdes
fisico-quimicas (LIESACK et al., 2000). Quando o solo ¢ alagado, altera-se a estrutura do
solo, e a lamina d’agua reduz as trocas gasosas com a atmosfera. Forma-se, entdo, uma

camada superficial, de poucos milimetros, oxidada (com O, dissolvido € compostos oxidados)



e outra abaixo, com concentragao de O, proxima de zero, caracterizada pela reducao. Porém,
na rizosfera, embora localizada no interior da camada reduzida, forma-se uma zona oxidada,
conseqiiéncia da liberagdo de O, pela raiz. Portanto, rizosfera e camada superficial da lamina
de agua apresentam caracteristicas de solo oxidado, criando condi¢des de vida para
microrganismos aerobios obrigatdrios e facultativos (SOUZA et al., 2000).

As recentes pesquisas com bactérias diazotroficas apontam para o fato de que o arroz
forma associa¢des com variadas espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio, e que alguns
destes microrganismos podem ser responsaveis por suprir as plantas com o nitrogénio
necessario ou substancias promotoras de crescimento para garantir a producdo (BODDEY et
al., 1995; WATANABE et al., 1979; GYANESHWAR et al., 2001; VERMA et al., 2001;
DOBBELAERE et al., 2003).

Estudos com bactérias diazotréficas tém apresentado uma grande variedade de
microrganismos, nos mais diversos ecossistemas. Quanto ao metabolismo do carbono,
encontram-se heterotroficos, quimioautotréficos, fotoautotroficos e fotoheterotroficos.
Também ha representantes aerdbios, microaerofilos, anaerdbios facultativos e anaerdbios
obrigatdrios. Amplamente distribuidos na natureza, podem ser de vida livre ou se encontrar
associados com diferentes espécies vegetais. As bactérias diazotroficas dos géneros
Paenibacillus, Beijerinckia, Azotobacter e Klebsiella sdo consideradas rizosféricas, porque
sdo freqlientemente encontradas em solos proximos a raiz, a qual se associam sob
determinadas condi¢des, por processos ainda ndo esclarecidos e que variam conforme a
espécie vegetal. Varias espécies de bactérias do género Azospirillum sao capazes de colonizar
a raiz dos vegetais. S3o, por isso, chamadas associativas, como ¢ o caso de A. brasiliense
(TARRAND et al., 1978), A. lipoferum (TARRAND et al., 1978), A. amazonense
(MAGALHAES et al.,, 1983) e A. irakense (KHAMMAS et al.,, 1991). Outras bactérias
diazotroéficas, capazes de colonizar o interior da raiz e partes aéreas das plantas, permitem a
sobrevivéncia da planta em solos pobres e promovem beneficios a mesma. Sao as endofiticas,
pertencentes aos géneros Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Burkholderia e Azoarcus
(BALDANI et al., 2002).

As bactérias endofiticas colonizam de diversas formas as plantas, formando relagdes
nao-patogénicas com seus hospedeiros. Quando as relagdes estabelecidas sdo benéficas,
estimulam o crescimento da planta, aumentam a resisténcia a doencas, melhoram a habilidade
da planta de resistir ao estresse ambiental e/ou aumentam a fixagdo de nitrogénio atmosférico

(STURZ & NOWAK, 2000).



Trabalhos conduzidos na ultima década tém se preocupado em identificar bactérias
endofiticas entre as abundantes e variadas populacdes de muitas plantas, como batata, milho,
trigo, sorgo, cana-de-agucar e arroz, utilizando métodos experimentais, como microscopia
eletronica e biologia molecular (BENT & CHANWAY, 2002).

Estudos publicados reportam a agdo das rizobactérias como microrganismos
promotores de crescimento, levando a um incremento no rendimento em graos de 8 a 12%,
sob diferentes condigdes de adubacdo nitrogenada. Alguns estudos indicam que a promogao
do crescimento em plantas de arroz ndo estd diretamente associada a fixacdo biologica de
nitrogénio, mas a outros mecanismos (PENG et al., 2002), como indu¢do de resisténcia a
patogenos, solubilizacdo de nutrientes minerais precipitados, e/ou producdo de reguladores
vegetais que induzem a formagao de pélos radiculares adicionais ou raizes laterais (BISWAS
et al., 2000).

ELBELTAGY et al. (2001), ao isolarem bactérias fixadoras de nitrogénio de espécies
de arroz selvagem e modernas, verificaram que as bactérias endofiticas se apresentaram em
maior quantidade em caules do que raizes. Azoarcus spp. foram encontradas em tecidos
aéreos da planta e Herbaspirillum spp. colonizaram principalmente os espagos intercelulares
de tecidos embrionarios da planta.

Quanto aos sistemas de producdo agricola, o sucesso na utilizagdo de bactéria
diazotroficas estd relacionado a habilidade de selecionar, incorporar e manter populagdes
benéficas no campo. A rotagdo de culturas e a forma de manejo da lavoura podem influenciar
as populagdes microbianas do solo (SILVA et al., 2004), sendo que se busca o
desenvolvimento de sistemas de produgdo que beneficiem as populagdes de diazotréficos.
Aplicacdes de protetores vegetais quimicos, por sua vez, reduzem a quantidade e a qualidade

de populagdes microbianas especificas (STURZ & NOWAK, 2000).

4.3.4 Fisiologia da fixacdo assimbiotica de N atmosférico em gramineas

Nos mais variados habitats, livres ou associados, todos o0s microrganismos
diazotroficos utilizam um sistema basico de fixacdo de nitrogénio, baseado na redugdo do
nitrogénio atmosférico a amoénia pela acdo da enzima nitrogenase. Em muitos organismos
ocorre apenas uma forma de nitrogenase, a Mo nitrogenase, ou nitrogenase dependente do

molibdénio, ou ainda nitrogenase 1. Duas outras formas foram identificadas inicialmente em



Azotobacter: nitrogenase 2 ou dependente de vanadio (Va- nitrogenase) e nitrogenase 3 ou
dependente de ferro (Fe — nitrogenase) (BISHOP & PREMAKUMAR, 1992).

A fixacdo de nitrogénio pode ser inibida pelo suprimento do mesmo quando
combinado, em todos os sistemas. Em diazotréficos de vida livre, isto ocorre pela inibicdo da
sintese de nitrogenase ou inativagdo temporaria da nitrogenase através de modificagdo
covalente da enzima. Como processo complexo que ¢, a fixacdo bioldgica de nitrogénio
requer a expressdo de um conjunto de genes denominados nif (nitrogen fixation), que
codificam para proteinas envolvidas diretamente no processo. Além dos genes nif, diversos
autores t€ém descrito em bactérias diazotroficas outros genes, como ntrA, ntrB, fix, fdx, rnf e
nod codificando para proteinas com fungdes como regulagdo em nivel de metabolismo geral
de compostos nitrogenados, sensoreamento e sinalizagdo do nivel de N-celular, transporte de
elétrons para a nitrogenase e até o estabelecimento de intera¢do planta-bactéria. O atual
quadro de caracterizacdo genética das bactérias diazotroficas demonstra que a complexidade
do processo de fixagdo biolodgica de nitrogénio perpassa a bioquimica do processo e supde a
existéncia de mais genes que elucidariam processos ainda ndo compreendidos (BALDANI et
al., 2002).

A fixagdo assimbiotica de nitrogénio depende da capacidade do microrganismo
estabelecer-se endofiticamente no interior da planta, e para que isso ocorra, 0 microrganismo
deve ser capaz de invadir e proliferar nos tecidos da planta hospedeira, ultrapassando as
barreiras fisicas e quimicas que a planta estabelece, instituindo vias de infeccdo e sitios de
colonizacdo. Mas ndo devem induzir uma resposta dréastica da planta a infec¢do, o que
impediria a colonizagdo dos tecidos. O estabelecimento desta relacdo depende de uma
seqiiéncia de etapas e de uma relacdo especifica entre planta e bactéria.

A riqueza de compostos organicos na rizosfera produz intensas atividades e interagdes
microbianas. A movimentagao dos microrganismos em dire¢do as raizes ocorre quando existe
um reconhecimento quimico, denominado quimiotaxia. Estudos indicam que a quimiotaxia
aos exudatos da rizosfera sdo responsaveis pela chegada dos microrganismos. Em
Azospirillum lipoferum (TARRAND et al., 1978) ¢ A. brasilense (TARRAND et al., 1978)
verificou-se grande atividade quimiostatica a diversos acglcares, dacidos organicos,
aminoacidos, compostos aromaticos e exudatos radiculares. Observam-se também respostas
aerotaxicas a diferentes fontes de carbono e concentracdo de oxigénio, que variam conforme
as espécies de Azospirillum, (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000).

Zonas de baixa concentracdo de oxigénio sdo colonizadas preferencialmente para

crescimento ¢ multiplicacdo bacteriana. A colonizagdo radicular ocorre em duas etapas.



Inicialmente ocorre uma adsor¢do reversivel, e em seguida uma ancoramento irreversivel,
controlado por proteinas extracelulares de origem bacteriana. Esta etapa ¢ comandada por
sinais moleculares emitidos pelas raizes da planta hospedeira, e a sobrevivéncia do

microrganismo depende de fatores biodticos e abidticos (DOBBELAERE et al., 2003).

4.4 CONSIDERACOES FINAIS

Nas ultimas décadas, um volume consideravel de informagdes foram publicadas a
respeito das bactérias diazotroficas, indicando a possibilidade de utiliza-las como insumo
biologico, capaz de disponibilizar para as plantas os minerais do solo e reduzir a aplicacdo de
insumos quimicos. A substitui¢do de insumos quimicos por insumos bioldgicos favorece o
estabelecimento de uma agricultura sustentdvel, com menor custo de producao e conservagao
dos recursos naturais, como o solo e a 4gua. Como o comportamento dos microrganismos
aplicados a campo ¢ influenciado pela competi¢do com outros microrganismos do solo ou
caracteristicas do proprio solo, sdo necessarias pesquisas que avaliem as condi¢des proprias
de cada regido agricola, bem como a interacdo planta-microrganismos presentes no solo. A
partir dos estudos que esclarecam as formas de interacao planta-microrganismos, sera possivel
o estabelecimento de produtos biotecnologicos, como biofertilizantes e/ou inoculantes que

valorizem o potencial de microrganismos presentes no solo da regido.
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5 FIXACAO DE NITROGENIO E PRODUCAO DE ACIDO
INDOLACETICO in vitro POR BACTERIAS DIAZOTROFICAS
ENDOFITICAS

NITROGEN FIXATION AND PRODUCTION INDOLACETIC ACID in vitro BY
ENDOPHYTIC DIAZOTROPHIC BACTERIA

5.1 RESUMO

O objetivo deste experimento foi isolar bactérias diazotroficas associadas a raizes de
arroz, quantificé-las e avaliar o potencial de fixagao biologica de nitrogénio (FBN) e produgao
de acido indolacético, a fim de selecionar isolados promissores para inoculacdo em plantas.
Bactérias fixadoras de nitrogé€nio, habitantes do interior das raizes de cultivares de arroz do
Rio Grande do Sul, foram isoladas e quantificadas em nove cultivares. O isolamento foi
realizado a partir de raizes de arroz superficialmente esterilizadas, que foram maceradas e
inoculadas em meios de crescimento elaborados sem fonte de nitrogénio e em condigdes
semi-solidas, criando ambiente com baixo nivel de oxigénio. Dentre os 58 isolados obtidos
pela inoculagdo dos meios NFb (Azospirillum brasilense e A. lipoferum), JNFb
(Herbaspirillum spp.), JMV (Burkholderia spp.), LGI (A. amazonense) e LGI-P
(Gluconacetobacter diazotrophicus), foram escolhidos os isolados UFSM-BD-02-06, UFSM-
BD-08-06, UFSM-BD-14-06, UFSM-BD-20-06, UFSM-BD-26-06, UFSM-BD-31-06,
UFSM-BD-36-06, UFSM-BD-42-06, UFSM-BD-48-06, UFSM-BD-54-06, desenvolvidos em
meio NFb. Avaliou-se a capacidade de FBN in vitro e a produgdo de acido indolacético in
vitro pelos métodos Kjeldahl e colorimétrico, respectivamente. Observou-se grande
quantidade e diversidade de bactérias diazotréficas no interior das raizes de arroz. Quanto a
FBN, A. brasilense ¢ A. lipoferum apresentaram maiores valores para N-total (41,08 e 46,82
ng mL™, respectivamente) em relagio a todos os isolados avaliados. Em relagdo a produgio
de acido indolacético, A. brasilense (41,09 pg mL™") ¢ UFSM-BD-31-06 (13,47 pg mL™)

foram os maiores produtores. Quando o desempenho dos isolados foi avaliado em pg g de



proteina, os isolados UFSM-BD-02-06, UFSM-BD-26-06 ¢ UFSM-BD-31-06 apresentaram
maior FBN e UFSM-BD-31-06 foi o maior produtor de acido indolacético.

Palavras-chave: auxinas; diazotroficas; fixacdo bioldgica de nitrogénio; isolamento, raizes de

arroz.

5.2 ABSTRACT

The aim of the present work was to isolate diazotrophic bactéria associated with rice
root, quantify and evaluate their potential of biological nitrogen fixation (BNF) and acid
indolacetic production, with the purpose of selecion promissing isolates for plant inoculation.
N-fixing bactéria, setllers the root interior of rice cultivars used in Rio Grande do Sul, were
isolated and quantified in nine cultivars. The isolation was performed from rice root,
suferficialy sterilized, which were macerated and inoculated in specific growth medium.
Among the 58 isolates obtained in the NFB medium (Azospirillum brasilense e A.
lipoferum), JNFB medium (Herbaspirillum spp.), JIMV medium (Burkholderia spp.), LGI
medium (A. amazonense) and LGI-P medium (Gluconacetobacter diazotrophicus), were
selected the UFSM-BD-02-06, UFSM-BD-08-06, UFSM-BD-14-06, UFSM-BD-20-06,
UFSM-BD-26-06, UFSM-BD-31-06, UFSM-BD-36-06, UFSM-BD-42-06, UFSM-BD-48-
06, UFSM-BD-54-06 isolates were selected, growing in NFb medium. The ability of BNF in
vitro was determined by the Kjeldahl method, and indolacetic acid production by colorimetry.
A great quantify and diversity of diazotrophic bacteria in root interior was observed. A.
brasilense e A. lipoferum presented greater values (41,08 e 46,82 ug N mL™', respectively) of
total N-content in relation to all isolates evaluated. As to indolacetic acid production, A.
brasilense (41,09 pg . mL™") and UFSM-BD-31-06 (13,47 pg mL™) were the greatest
producers. When the performance of the isolates in pgN g protein was evaluated, the UFSM-
BD-02-06, UFSM-BD-26-06 and UFSM-BD-31-06 isolates exhibit greater BNF and UFSM-

BD-31-06 was the greatest producer of indolacetic acid.

Key-words: auxin, biological nitrogen fixation, diazotrophic, isolation, rice root.



5.3 INTRODUCAO

Bactérias que habitam as raizes de plantas e exercem efeitos positivos sobre as
mesmas, sao denominadas rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (plant growth-
promoting rhizobacteria — PGPR). Os efeitos positivos destes organismos podem ocorrer por
influéncia direta (aumento da solubilizacdo e entrada de nutrientes ou produgdo de
reguladores de crescimento vegetal) ou indireta (supressdo de patdogenos por produgdo de
sider6foros ou antibidticos) (ASGHAR et al., 2002). Pela sua habilidade em converter
nitrogénio atmosférico em amodnia, que pode ser utilizada pela planta, as bactérias
diazotréficas também sdo consideradas PGPR. Devido a sua capacidade de sobreviver em
ambientes deficientes em nitrogénio, podem enriquecer seletivamente a rizosfera, local em
que habitam como organismos de vida livre ou associadas assimbioticamente a plantas
(DOBBELAERE et al., 2003).

Avangos significativos ocorreram na area da FBN em gramineas com a descoberta do
meio semi-s6lido NFb, pelo grupo da Dra. Johanna Débereiner na década de 70 (OLIVEIRA
et al., 2002). Elaborado sem fonte nitrogenada, a condi¢ao de semi-solido cria um ambiente
com baixo nivel de oxigénio, semelhante ao que ocorre em nichos no solo ou na planta, onde
estdo localizadas bactérias diazotroficas microaerofilicas associadas a raizes de plantas. A
formulacdo desse meio facilitou o isolamento de bactérias do género Azospirillum, levando a
descoberta de duas novas espécies: A. lipoferum e A. brasilense (TARRAND et al., 1978).
Apos essa descoberta, muitas espécies de diazotroficas foram isoladas no Brasil, como
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986), H.
rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983) ¢
espécies de Burkholderia (GILLIS et al., 1995). Estas bactérias tém sido detectadas em altos
nameros — entre 10* ¢ 107 células g de peso fresco e muitos estudos tém sido conduzidos
para avaliar o suprimento de N fornecido as plantas hospedeiras (BALDANI & BALDANI,
2005; OLIVEIRA et al., 2002).

No caso de Azospirillum, respostas positivas a inoculagdo tém sido observadas em
plantas, inclusive quando cultivadas com altos niveis de nitrogénio, indicando que as
respostas da planta ndo sdo apenas devido ao N, fixado, mas pela produ¢do de outras
substancias (DOBBELAERE et al., 2003). As auxinas estdo entre as substincias de
crescimento vegetal produzidas por Azospirillum e outros géneros, das quais o acido

indolacético (AIA) ¢ a mais ativa e melhor caracterizada (CROZIER et al., 1988). O AIA ¢



conhecido por produzir tanto respostas rapidas (aumento da elongacao celular) como lentas
(divisao e diferenciagao celular) (DOBBELAERE et al., 2003).

Estudos tém demonstrado que microrganismos rizosféricos sdo capazes de sintetizar
reguladores de crescimento vegetal in vitro (ARSHAD & FRANKENBERGER, 1998).
SARWAR & KREMER (1995) avaliaram 16 isolados da rizosfera de diferentes plantas e
verificaram que os isolados associados a plantas eram mais eficientes na producao de auxinas
do que os ndo associados a raiz das plantas.

O objetivo deste experimento foi isolar bactérias diazotroficas associadas a raizes de
diferentes cultivares de arroz irrigado, ¢ dentre estas, quantificar e avaliar o potencial de FBN
e producdo de acido indol-acético das isoladas através de meio seletivo para Azospirillum
brasilense ¢ A. lipoferum (meio NFb), a fim de selecionar isolados promissores para posterior

inoculagdo em plantas.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Isolamento e contagem de bactérias diazotroficas endofiticas de raiz de arroz

O processo de isolamento de bactérias diazotroficas endofiticas consiste em
desinfectar superficialmente as raizes, eliminando os microrganismos do solo e da parte
externa da raiz. Foram utilizadas raizes de arroz das variedades Qualita, Avaxi, Tio Taka,
Epagri-108, Epagri-109, BR-IRGA- 410, IRGA-417, IRGA-419 e IRGA-420. As cultivares
foram semeadas em solo Planossolo Hidromorfico Eutrofico arénico, em area de varzea
sistematizada do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria (RS),
em 23/10/2004, em sistema pré- germinado e densidade de 120 kg de sementes/ha. Aos 30
dias apods a semeadura (DAS), na fase de perfilhamento, foram aplicados 300 kg de adubo 2-
20-30 e 45 kg ha™ N em forma de uréia comercial. A segunda aplicagdo de N foi de 45 kg ha™
aos 55-60 DAS, na fase de diferenciacdo do primordio floral. Foram aplicados os inseticidas
Diafuran e Carbofuran. Nao foi aplicado fungicida. As plantas utilizadas para contagem e
isolamento de bactérias diazotroficas foram coletadas em fim de ciclo de desenvolvimento da
planta, pouco antes da colheita.

Para a desinfecciio das raizes, utilizou-se o método descrito por DOBEREINER et al.

(1995), que consiste em lavar as raizes de arroz em agua corrente, retirar 15 g, secar e



desinfectar superficialmente, com as seguintes etapas: imersao das raizes por 10 minutos em
cloramina-T (C;H;CINNaO,S;H,0) a 1%, 10 minutos em agua destilada estéril, 10 minutos
em tampao fosfato e 10 minutos em agua destilada estéril. Apds, porcdes de 10 g de raizes
foram trituradas com 90 mL de solugdo salina (8,5 g L NaCl) e entdo realizaram-se diluigdes
seriadas de 10?a 107, transferindo sucessivamente 10 mL da suspensdo de cada dilui¢do para
frascos contendo 90 mL de solucdo salina. De cada uma das dilui¢des, aliquotas de 100 uL
foram inoculadas em triplicata, em frascos de vidro de 15 mL contendo 5 mL dos meios semi-
solidos livres de N, NFb para Azospirillum brasilense e A. lipoferum, JNFb para
Herbaspirillum spp., JMV para Burkholderia, LGI para A. amazonense ¢ LGI-P para
Gluconacetobacter spp. Os frascos foram incubados a 30°C por sete dias, sendo considerados
positivos para contagem aqueles que apresentaram uma pelicula aerotaxica tipica proxima da
superficie do meio. A contagem da populacdo de bactérias diazotréficas foi realizada pela
técnica do Numero Mais Provavel (NMP), utilizando a tabela de McCrady para trés repeti¢des
por diluicio (DOBEREINER et al., 1995).

A partir dos tubos de maior diluicdo que apresentaram pelicula caracteristica, em
cada um dos meios utilizados, foram inoculados novos tubos contendo meio semi-sélido
especifico, em trés repeti¢des. Apds incubagdo por cinco dias, nova repicagem foi realizada e
os frascos incubados por trés dias. Um dos tubos de cada meio entdo foi utilizado para
repicagem em placas contendo meio solido especifico acrescido de 20 mg L' de extrato de
levedura. As placas foram incubadas por sete dias a 30°C e as colonias com caracteristicas das
espécies de interesse foram selecionadas e novamente repicadas para meio semi-sélido. Apos
quatro dias, foram entdo repicadas para frascos inclinados contendo 5 mL de meio batata
solido e incubadas por mais trés dias, quando foram acrescentados a cada frasco 15 mL de

glicerol 50% (crioprotecdo e isolamento de oxigénio) e armazenadas em congelador a - 14°C.

5.4.2 Avaliacdo da producdo de &cido indolacético in vitro

Os isolados UFSM-BD-02-06, UFSM-BD-08-06, UFSM-BD-14-06, UFSM-
BD-20-06, UFSM-BD-26-06, UFSM-BD-31-06, UFSM-BD-36-06, UFSM-BD-42-06,
UFSM-BD-48-06, UFSM-BD-54-06 ¢ os padrdes A. brasilense e A. lipoferum foram

inoculados em frascos de vidro de 100 mL contendo 10 mL de meio Digs. Os frascos foram



incubados por dois dias, até que o meio turvasse. Apos este periodo, os meios com células
foram centrifugados, o sobrenadante foi vertido fora e o pelete de células foi dissolvido em 5
mL de solugdo salina (8,5 g L™). Utilizando espectrofotdmetro a 600 nm foi determinada a
densidade otica (DO) de cada isolado, acrescentando solugdo salina até obter uma DO = 0,5.

Para quantificar as auxinas produzidas pelos isolados em meio de cultura, aliquotas
de 500 pL de solugdo de cada um dos isolados bacterianos ajustadas para DO 0,5 foram
inoculadas para crescimento em 20 mL de meio Digs por 72 horas a 30°C. Apods este periodo,
15 mL de cada uma das culturas homogeneizadas foram transferidas para tubos e
centrifugadas. Do sobrenadante obtido, 3 mL foram vertidos em frascos, aos quais foram
adicionados 2 mL de Reagente de Salkowski (SARWAR & KREMER, 1995). O
sobrenadante restante foi vertido fora. A massa celular depositada no fundo do tubo foram
adicionados 10 mL de 4gua destilada estéril e agitados para homogeneizagdo e uso posterior
na avaliacdo do conteido de proteinas dos isolados. Os frascos contendo o sobrenadante e o
Reagente de Salkowski foram entdo reservados por 30 minutos em ambiente escuro para
desenvolvimento de cor, que se manifesta em cor rosea, mais intensa quando ha maior
quantidade de 4cido indolacético. A intensidade da cor foi determinada em espectrofotometro
a 535 nm segundo ASGHAR et al., (2002). A concentragdo dos compostos indolicos foi
estimada utilizando uma curva padrdo previamente preparada com meio de cultura
esterilizado ndo inoculado e quantidades conhecidas de acido indolacético de 0, 25, 50, 100,
150, 200 ¢ 300 pg mL™" de acordo com a equagdo y= 0,0514x — 0,0546 (R* = 0,9706).

A massa de bactérias aderidas ao fundo dos tubos devido a centrifugagdo foi
homogeneizada em d4gua destilada estéril e centrifugada duas vezes, a fim de lavar
completamente as células. Apds, os tubos foram armazenados em congelador a -14°C até sua
utilizacdo. Para avaliar o conteido de proteinas produzidas pelos isolados bacterianos foi
aplicado o método descrito por BRADFORD (1976), utilizando aliquotas de 500 pL de
solugdo obtidas apds descongelamento e aquecimento em microondas (um minuto para cada
tubo, para ruptura das células dos isolados) e adi¢do de 4,5 mL de solucdo de Comassie Blue
G-250. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 600 nm e os valores resultantes foram
entdo comparados com concentragdes conhecidas de soro-albumina bovina (BSA). A curva
padrdo foi previamente preparada com concentracdes de 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140,
160, 180 ¢ 200 pg de BSA segundo equagdo y= 18,916x — 30,455 (R* = 0,995).



5.4.3 Avaliacgéo da FBN in vitro

Para avaliacdo da FBN, 600 pL de uma solu¢do de bactérias previamente ajustada
para uma DO de 0,5 em espectrofotdmetro a 600 nm (aproximadamente 10° UFC mL™),
foram inoculados em frascos contendo 10 mL de meio NFb semi-sélido em triplicatas e
incubados a 30°C por cinco dias. Apds o crescimento bacteriano, foram armazenados em
congelador a -14°C, at¢ que fossem analisados. Procedeu-se a ruptura das células para
liberacdo do contetdo celular retirando os tubos do congelador e aquecendo-os em
microondas por 1 minuto por frasco. Da solugdo resultante (meio + contetido celular) foram
vertidos 9,5 mL em tubos para digestdo pelo método semi-micro Kjeldhal (TEDESCO et al.,
1995), previamente identificados e 500 pL foram reservados em frascos para avaliacdo do
conteudo de proteinas.

Para digestdo, adicionaram-se a cada tubo contendo as células lisadas 0,7 g de
mistura de digestdao (100 g Na,SO4 + 10 g CuSO4.5H,0 + 1 g selénio em po), | mL de H,O, e
2 mL de H,SO4, nesta ordem. Os tubos foram aquecidos em bloco digestor por 2 horas a
180°C, sendo a temperatura entdo elevada para 360°C e mantida até que a mistura
apresentasse a cor verde palha. Ao atingir a cor, marcou-se mais 1 hora, esperou esfriar por
alguns minutos e completou-se o volume com agua destilada para 10 mL. Como controle,
utilizou-se meio de cultura ndo inoculado. Procedeu-se a destilagdo com NaOH e titulagdo das
solugdes para quantificagdo do nitrogénio total (N), conforme descrito por TEDESCO et al.,
1995. O célculo de N; fixado foi apresentado em pug por g de proteina.

Por¢des de 500 puL de cada amostra de meio NFb com bactérias crescidas e lisadas,
foram adicionadas a 4,5 mL da solucdo de Comassie Blue G-250 e sua DO lida em
espectrofotdmetro para avaliacdo da concentra¢do de proteinas em meio NFb, observando os
mesmos procedimentos realizados para avaliagdo de conteudo de proteinas produzidas pelas

bactérias em meio Digs. Foi utilizada a mesma curva padrao para os dois procedimentos.



5.4.4 Andlise estatistica

Os dados experimentais obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e
comparacdo de médias pelo teste de Tukey em nivel de 5%, utilizando os procedimentos

disponiveis no programa SISVAR (FERREIRA, 2000).

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Bactérias diazotroficas no solo de origem e no interior das raizes de arroz

O solo de origem das cultivares, de acordo com analise, apresentou pH 5,0 e teor de
matéria organica de 2,2 m/v. Entre as populacdes de bactérias diazotroficas presentes no solo
(Tabela 1) verificou-se que a maior populagao foi detectada em meio LGI (para Azospirillum
amazonense) e a menor em meio JNFb (para Herbaspirillum). NFb (A. brasilense e A.
lipoferum), JMV (Burkolderia) e LGI-P (Gluconacetobacter) apresentaram valores
populacionais intermedidrios. O solo ¢ uma importante fonte de bactérias diazotroficas
endofiticas ou rizosféricas, que utilizam os exsudatos radiculares, liberam substancias

promotoras de crescimento e/ou participam da FBN (DOBBELAERE et al., 2003).

Tabela 1 — Numero de bactérias diazotrdficas no solo da area de coleta das cultivares de arroz irrigado.
Safra 2004/2005, Santa Maria.

Meio seletivo / Bactéria Bactérias (g solo seco™)
NFEB (Azospirillum brasilense e A. lipoferum) 4,0X 10°
JNFB (Herbaspirillum) 1,1 X 10°
JMV (Burkholderia) 2,5X 10°
LGI (A. amazonense) 9,5X 10°
LGI-P (Gluconacetobacter) 2,5X 10°

Assim como no solo, as bactérias relacionadas ao género Burkholderia foram
detectadas em varias cultivares de arroz, exceto Qualita e Avaxi. Quanto as relacionadas a A.
amazonense, foram detectadas no solo € em todas as cultivares de arroz utilizadas (Tabela 2).

Bactérias relacionadas ao género Gluconacetobacter, embora tenham sido detectadas

no solo, ndo foram detectadas na cultivar IRGA-417. A detec¢ao de bactérias somente apos a



introducao das plantas foi verificada por ROSZAK & COLWELL (1987), que elaboraram o
conceito de células vidveis, mas ndo culturdveis presentes no solo. Em 1988, SUNDARAM &
KLUCAS relataram a ocorréncia de Azospirillum spp. em sementes de gramineas. Utilizando
microscopia eletronica e imunoensaios, BALDANI et al., (1992) localizaram bactérias
Herbaspirillum spp. na faixa interna do tegumento de sementes de arroz. REIS et al. (1994)
sugeriram a disseminagdo de Gluconacetobacter por duas formas, sendo uma delas a
disseminagdo pelas sementes das gramineas, inclusive arroz. Apesar de bactérias diazotroficas
do género Gluconacetobacter apresentarem habitat basicamente endofitico, na auséncia de
plantas tém sido encontradas em esporos de fungos micorrizicos arbusculares presentes no
solo (MUTHUKUMARASAMY et al., 2002). Porém, JIMENEZ-SALGADO et al. (1997)
sugerem que a presenca destas bactérias possa ocorrer quando ha alto teor de matéria organica
no solo, a qual protegeria a bactéria da acao dos fatores fisioldgicos do solo.

Entre a populagdo de bactérias presentes no interior das raizes das cultivares de arroz
(Tabela 2) verificou-se que ocorreram grandes populagdes de bactérias diazotréficas
endofiticas. Quanto ao meio NFb, as populagdes de bactérias relacionadas a Azospirillum
brasilense e A. lipoferum diferiram estatisticamente entre si apenas nas cultivares Qualita e

Avaxi, as quais apresentaram valores estatisticamente inferiores as outras cultivares.

Tabela 2 — Namero bactérias diazotrdéficas endofiticas (logo) (e respectivo percentual) associadas as raizes
das cultivares de arroz irrigado. Santa Maria, 2004/2005.

Cultivares NFb JNFb IMV LGI LGI-P
Qualita 6,42b*(38,69) 4,69d ( 0,50) ND(0) 6,40cd (44,22) 6,44ab (15,580
Avaxi 4,56¢ (1,18) 3,81d (0,25) ND (0) 6,42cd (92,00) 5,34b (6,57)
Epagri-109 7,86a (32,86) 7,74ab (32,86) 6,55b (0,71) 6,56¢d (0,71) 7,86a (32,86)
IRGA-420 7,86a (20,89) 7,95a (20,90) 7,86a (20,89) 7,95a (20,90) 7,86a (16,42)
BR-IRGA-410 7,49a (19,50) 7,42abc (15,32) 6,45b (2,09) 7,40ab (62,67) 5,34b (0,42)
IRGA-419 8,11a (93,74) 6,35bc (2,68) 5,33¢d (0,23) 6,56¢d (2,01) 6,45ab (1,34)
Tio Taka 7,40a (64,31) 6,26¢ (9,65) 6,32bc (2,36) 7,12b (23,58) 6,64ab (0,10)
IRGA-417 6,34a (28,50) 6,17¢ (29,79) 5,24d ( 2,85) 6,45cd (35,86) ND(0)
Epagri-108 8,11a (88,53) 6,40bc ( 6,04) 4,07¢ (0,92) 6,37d (3,22) 6,46ab (1,29)
CV% 4,71 8,01 7,59 3,75 11,10

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).



Quanto as populacdes relacionadas a A. amazonense, a cultivar IRGA-420 apresentou
maior populacao, diferindo estatisticamente em relagdo as outras cultivares (Tabela 2).
Observagdo semelhante ¢ descrita por BRASIL et al. (2005), ao verificar que maiores
populacdes de A. amazonense estavam presentes em braquiaria e capim carona, enquanto A.
brasilense foram localizadas em maior nimero em capim mimoso.

Entre as populagdes relacionadas a Herbaspirillum, maiores populagdes foram
encontradas em IRGA-420, Epagri-109 ¢ BR-IRGA-410, e para as do género Burkholderia
IRGA-420 apresentou maior populacdo. Na cultivar Avaxi observaram-se as menores
populagdes para bactérias crescidas em meio NFb (Azospirillum brasilense ¢ A. lipoferum),
JNFb (Herbaspirillum) e LGI-P (Gluconacetobacter), sendo que em meio JMV
(Burkholderia), ndo foi detectada pelo método. A diferenga significativa verificada entre as
diferentes cultivares pode estar relacionada a fotoassimilados que fornecam fontes de carbono
especificas e favoregam sua permanéncia no interior das raizes ou a exsudatos radiculares que
podem atrair os microrganismos para a regido rizosférica (VALE et al., 2005). BACILIO —
JIMENEZ et al. (2003), conduziram estudos de caracterizagio de exsudados radiculares em
arroz e verificaram que bactérias endofiticas respondem a composi¢do e concentragdo de
aminoacidos presentes. Na cultivar Epagri-109 foi também localizada a maior populagao
relacionada a Gluconacetobacter, mas nao foi detectada em BR-IRGA-417.

As diferencgas verificadas nas populagdes das diferentes cultivares foram semelhantes
as verificadas por KNAUTH et al. (2005), que observaram diferencas consideraveis entre as
comunidades de diazotroficos associadas as raizes de cultivares de arroz e na expressdo do
gene responsavel pela enzima chave, a nitrogenase. As diferencas entre as cultivares também
tém sido detectadas quanto a fixagao bioldgica de nitrogénio.

Quanto a percentagem de isolados obtidos, observa-se que diferentes cultivares
revelam afinidade por grupos especificos de bactérias diazotréficas. Isolados em meio NFb
(A. brasilense e A. lipoferum) representam valores percentuais proximos de 90% do total das
bactérias diazotroficas presentes em BR-IRGA-419 e Epagri-108, de 20 a 65% em Qualita,
Epagri-109, IRGA-420, BR-IRGA-410, Tio Taka e BR-IRGA-417 e apenas 1% em Avaxi.

Para JNFb (Herbaspirillum) verificou-se que correspondem a até 10% do total de
bactérias diazotréficas em Qualita, Avaxi, IRGA-419, Tio Taka e Epagri-108 e de 15 a 30%
em Epagri-109, IRGA-420, BR-IRGA-410 ¢ IRGA-417. O meio JMV (Burkholderia)
apresentou maior popula¢do em IRGA-420 (20,89%), ficando abaixo de 3% de representagao

para todas as outras cultivares avaliadas.



Quanto ao meio LGI (A. amazonense), destacou-se em Avaxi (92%) e BR-IRGA-410
(63%), ficando entre 20 e 45% nas cultivares Qualitd, IRGA-420, Tio Taka e IRGA-417. Nas
demais cultivares, foram encontradas em valores menores de 3,5% do total.

Os percentuais observados para meio LGI-P (Gluconacetobacter) variaram entre 15 e
33% nas cultivares Qualita, Epagri-109 e IRGA-420, nas outras cultivares verificaram-se
valores abaixo de 7%.

ZAMUDIO & BASTARRACHEA (1994) inocularam uma mistura de espécies
bacterianas em Triticum aestivum L. e observaram aderéncia preferencial de Azospirillum spp.
as raizes, embora se verificasse que todas as espécies foram competentes quando aplicadas
individualmente. NEHL et al. (1996) considera, apds citar varios trabalhos, que a qualidade
dos exsudatos radiculares ¢ a responsavel pela preferéncia das bactérias pela cultivar e/ou

espécie vegetal a ser colonizada.

5.5.2 Isolados obtidos a partir das raizes das cultivares

Apbs a quantificacdo das populacdes nas diferentes cultivares, foram selecionadas dois
isolados de cada meio para cada cultivar utilizada, de acordo com as caracteristicas
morfologicas das coldnias de cada meio especifico. Os isolados obtidos nos meios NFb,

JNFb, IMV, LGI ¢ LGI-P estao listados ¢ identificados na Tabela 3.

Tabela 3 — Isolados de bactérias diazotréficas endofiticas obtidos de nove cultivares de arroz cm seus
respectivos meios de isolamento e cultivares de origem. Safra 2004/2005. Santa Maria.

Identificacdo/Meio de isolamento/Arroz

Identificagdo/Meio de isolamento/Arroz

UFSM-BD-01-06 NFB Qualita UFSM-BD-30-06 LGI-P IRGA-420
UFSM-BD-02-06 NFB Qualita UFSM-BD-31-06 NFB BR-IRGA-410
UFSM-BD-03-06 LGI Qualita UFSM-BD-32-06 NFB BR-IRGA-410
UFSM-BD-04-06 LGI Qualita UFSM-BD-33-06 LGI BR-IRGA-410
UFSM-BD-05-06 LGI-P Qualita UFSM-BD-34-06 LGI BR-IRGA-410
UFSM-BD-06-06 LGI-P Qualita UFSM-BD-35-06 NFB BR-IRGA-419
UFSM-BD-07-06 NFB Avaxi UFSM-BD-36-06 NFB BR-IRGA-419
UFSM-BD-08-06 NFB Avaxi UFSM-BD-37-06 LGI BR-IRGA-419
UFSM-BD-09-06 LGI Avaxi UFSM-BD-38-06 LGI BR-IRGA-419
UFSM-BD-10-06 LGI Avaxi UFSM-BD-39-06 LGI-P BR-IRGA-419
UFSM-BD-11-06 LGI-P Avaxi UFSM-BD-40-06 LGI-P BR-IRGA-419
UFSM-BD-12-06 LGI-P Avaxi UFSM-BD-41-06 NFB Tio Taka
UFSM-BD-13-06 NFB Tio Taka UFSM-BD-42-06 NFB Tio Taka
UFSM-BD-14-06 NFB Tio Taka UFSM-BD-43-06 LGI Tio Taka
UFSM-BD-15-06 LGI Tio Taka UFSM-BD-44-06 LGI Tio Taka
UFSM-BD-16-06 LGI Tio Taka UFSM-BD-45-06 LGI-P Tio Taka
UFSM-BD-17-06 LGI-P Tio Taka UFSM-BD-46-06 LGI-P Tio Taka



UFSM-BD-18-06 LGI-P Tio Taka UFSM-BD-47-06 NFB BR-IRGA-417
UFSM-BD-19-06 NFB Epagri-109 UFSM-BD-48-06 NFB BR-IRGA-417
UFSM-BD-20-06 NFB Epagri-109 UFSM-BD-49-06 LGI BR-IRGA-417
UFSM-BD-21-06 LGI Epagri-109 UFSM-BD-50-06 LGI BR-IRGA-417
UFSM-BD-22-06 LGI Epagri-109 UFSM-BD-51-06 LGI-P BR-IRGA-417
UFSM-BD-23-06 LGI-P Epagri-109 UFSM-BD-52-06 LGI-P BR-IRGA-417
UFSM-BD-24-06 LGI-P Epagri-109 UFSM-BD-53-06 NFB Epagri-108
UFSM-BD-25-06 NFB IRGA-420 UFSM-BD-54-06 NFB Epagri-108
UFSM-BD-26-06 NFB IRGA-420 UFSM-BD-55-06 LGl Epagri-108
UFSM-BD-27-06 LGI IRGA-420 UFSM-BD-56-06 LGI Epagri-108
UFSM-BD-28-06 LGI IRGA-420 UFSM-BD-57-06 LGI-P Epagri-108
UFSM-BD-29-06 LGI-P IRGA-420 UFSM-BD-58-06 LGI-P Epagri-108

5.5.3 Producao de acido indolacético pelos isolados obtidos em meio NFb

A habilidade de sintetizar fitormdonios ¢ amplamente distribuida entre bactérias
associadas a plantas. A producao de 4cido indolacético (AIA) pelas bactérias faz parte da sua
atuacdo quando associadas com as plantas, estimulando tanto a elongagdo celular como a
divisdo e diferenciagao celular nas plantas (DOBBELAERE et al., 2003). As bactérias
produzem AIA por varias vias de sintese. Triptofano ¢ um precursor de AIA, pois sua adicao
em meios de cultura promove aumento da sintese, mas hé vias independentes de triptofano.
Bactérias diazotroficas do género Azospirillum sdo estudadas devido a sua interagdo com
gramineas e sintetizam AIA por diversas vias dependentes de triptofano. No entanto, alguns
autores sugerem que 90% do AIA sintetizado por este género ¢ derivado de uma via
independente de triptofano (ZAKHAROVA et al., 1999). Devido a essa constatacdo, o meio
de cultivo para quantificagdo de auxinas no presente experimento ndo recebeu adicdo de
triptofano. HALDA-ALIJA (2003) em seus experimentos também verificou que houve
producdo de AIA pelos isolados de diazotroficos, mesmo quando ndao houve adi¢do de
triptofano ao meio de cultura. Mas ONA et al. (2005), conduzindo experimentos em
fermentadores, cujas condi¢cdes foram controladas para propiciar o0 maximo crescimento de A.
brasilense ¢ maxima produgdo de AIA, concluiram que sem triptofano a produgdo do
hormonio e a expressdo do gene ipdC (responsavel pela ativagdo da enzima chave de
biossintese de AIA) sdo menores e ocorrem apenas na fase estaciondria de crescimento da
bactéria.

Verificou-se que todos os isolados produziram AIA em meio de cultura (Tabela 4),
variando entre 2,79 e 13,47 pg mL™" quando quantificados em meio de cultura e de 4,86 a

64,16 pg mg' quando relacionados a massa de proteinas produzida. Destacou-se o isolado



UFSM-BD-31-06, obtido de raiz desinfectada de arroz BR-IRGA-410, com o mais alto valor,
inclusive em relagdo aos padrdes utilizados de A. lipoferum e A. brasilense. O menor valor foi
verificado no isolado UFSM-BD-02-06, proveniente de arroz cultivar Avaxi. Valores
semelhantes foram reportados por CROZIER et al. (1988), que estudaram a producao de AIA
por isolados de A. brasilense e obtiveram valores entre 1,4 ¢ 26,1 ug mL™" em culturas
incubadas por 24 horas a 32°C. MASCARUA-ESPARZA et al., (1988), obtiveram valores de
36,5 a 77 ug mL™ para A. brasilense ¢ 6,5 a 17,5 ug mL™ para A. lipoferum, ambas espécies
isoladas de raizes de cactaceas crescidas em condigoes aridas.

Verificaram-se diferencas estatisticas pronunciadas quanto a producdo de AIA,
quando medida em pg mL" de meio, mas quando foi considerada a quantidade de proteinas
produzidas pelos isolados para célculo, observou-se redu¢do na diferenca entre os isolados.
Entre os valores de proteina, ndo houve diferenga estatistica, mas o isolado UFSM-BD-31-06,
apresentando menor producio de proteina (255,23 ug mL™), embora néo significativo, obteve
o mais alto valor significativo de AIA (13,47 pg mL™ meio de cultura semi-sélido ¢ 64,16 pg
mg"' proteina). Todos os outros isolados apresentaram valores estatisticamente semelhantes

quanto a produ¢do de AIA em relacdo a proteina produzida em meio de cultura (Tabela 4).

Tabela 4 — Producdo de auxinas por bactérias diazotréficas endofiticas isoladas de cultivares de arroz
irrigado apds 72 h de crescimento em meio Digs.

Cultivar de origem Isolado Auxinas Proteina Auxinas pg g’
pg mL™! pg mL™! proteina
ok A. lipoferum 4,63cd* 419,52a 11,08b
*k A. brasilense 5,04¢ 550,47a 9,17b
Qualita UFSM-BD-02-06 2,79d 593,33a 4,86b
Avaxi UFSM-BD-08-06 2,99d 348,09a 8,09b
Tio Taka UFSM-BD-14-06 3,31cd 433,81a 7,83b
Epagri-109 UFSM-BD-20-06 5,25¢ 495,71a 10,61b
IRGA-420 UFSM-BD-26-06 3,82cd 588,57a 7,26b
BR-IRGA-410 UFSM-BD-31-06 13,47a 255,23a 64,16a
BR-IRGA-419 UFSM-BD-36-06 3,57cd 526,66a 7,11b
Tio Taka UFSM-BD-42-06 7,94b 302,85a 30,38b
BR-IRGA-417 UFSM-BD-48-06 3,83cd 524,28a 7,65b
Epagri-108 UFSM-BD-54-06 4,34cd 562,38a 7,54b
CV% - 13,63 27,26 64,37

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

** Espécies pertencentes a Colegdo de Culturas da EMBRAPA — Agrobiologia, Seropédica, RJ.

PEDRAZA et al. (2004) testaram varios isolados de Azospirillum spp e verificaram

que todos produziram AIA, variando de 0,475 a 1,833 pg mg" proteina em meio de cultura



sem triptofano e 1,032 a 38,286 ug mg” proteina quando adicionado triptofano ao meio de

cultura.

5.5.4 Fixacdo de nitrogénio pelos isolados obtidos em meio NFb (A. brasilense/ A.

lipoferum)

Bactérias do género Azospirillum spp. convertem nitrogénio atmosférico em amonia
sob condi¢des microaerofilas e baixos niveis de nitrogénio, pela agdo do complexo
nitrogenase (STEENHOUDT et al., 2000).

Os valores de N-total foram utilizados para avaliar o potencial de fixa¢do bioldgica
de nitrogénio pelas bactérias (FERNANDES et al., 2001), pois foram incubadas em meio de
cultura sem fonte nitrogenada, e, portanto, o nitrogénio medido nestas culturas provém de sua
fixacdo do ar. A condicdo microaerofila € condicionada pelo uso de meio semi-solido para
incubacdo dos isolados. Os valores de N-total (Tabela 5) em meio de cultura apresentaram
grande faixa de variagio: de 5,56 a 46,82 pg mL™'. A. lipoferum e A. brasilense apresentaram-
se como os melhores fixadores de nitrogénio, com valores significativamente maiores em

relacao aos outros isolados.

Tabela 5 — Fixacdo de nitrogénio por bactérias diazotréficas endofiticas isoladas de cultivares de arroz
apos 72 h de crescimento em meio NFb.

N-total Proteina

Isolado (ug mL™) (ug mL™)

A. lipoferum 46,82a 166,71b

A. brasilense 41,09a 213,85a
UFSM-BD-02-06 12,99b 4,90c
UFSM-BD-08-06 9,17b 22,56¢
UFSM-BD-14-06 7,20b 16,62c¢
UFSM-BD-20-06 12,12b 19,82¢
UFSM-BD-26-06 12,11b 5,99¢
UFSM-BD-31-06 11,62b 13,14c
UFSM-BD-36-06 7,53b 13,85¢
UFSM-BD-42-06 5,56b 12,57¢
UFSM-BD-48-06 8,63b 22,19¢
UFSM-BD-54-06 9,35b 24,09¢
CV% 28,78 25,17

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p= 0,05; teste Tukey).

Quando a fixacdo de N foi relacionada com a producdo de proteinas pelos isolados,

obteve-se um alto coeficiente de variacdo (100,73%), o que impossibilitou o uso dos dados



obtidos. HAN & NEW (1998) testaram 258 isolados de Azospirillum quanto a FBN pela
técnica de reducao de acetileno, e obtiveram, tal como neste experimento, isolados com altos,
médios e baixos valores de fixacdo, variando de 0 a 154,9 nmolC,H4 mg proteina o
KNAUTH et al. (2005) detectaram muitas diferengas quanto a fixacdo de nitrogénio
entre cultivares de arroz ao avaliar a expressdo da enzima chave da FBN, a nitrogenase. Esta
constatacdo pode ser uma explicacdo para as variagdes verificadas, ja que os isolados foram
obtidos de diversas cultivares de arroz. Por outro lado, MANTELIN & TOURAINE (2004)
consideram que a fixagdo ativa de nitrogénio pelas bactérias ndo implica em transferéncia do
N fixado para a planta, e HAN & NEW (1998) verificaram em seus experimentos que a FBN

em meio de cultura ndo se relacionou com alta fixagcdo de nitrogénio em campo.

5.6 CONCLUSOES

A cultivar de arroz irrigado IRGA-420 apresentou populagdes de bactérias
diazotréficas maiores nos meios NFb, JNFb, JMV, LGI e LGI-P, apresentando potencial para
FBN.

A. lipoferum e A. brasilense apresentaram alta fixagao biologica de nitrogénio e baixa
producdo de acido indolacético in vitro em relagdo aos demais isolados. Dentre os isolados,
UFSM-BD-31-06 foi quem apresentou maior producdo de acido indolacético, e os outros
isolados apresentaram valores semelhantes para fixacdo biologica de nitrogénio em meio de

cultura.
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6 INOCULACAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS E
DESENVOLVIMENTO DE ARROZ IRRIGADO EM CAMARA DE
CRESCIMENTO

INOCULATION OF DIAZOTROPHIC BACTERIA AND DEVELOPMENT OF
FLOODED RICE IN GREENHOUSE

6.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculagao de Azospirillum brasilense,
A. lipoferum e trés isolados de bactérias diazotroficas (UFSM-BD-14-06, UFSM-BD-31-06 e
UFSM-BD-54-06) sobre trés cultivares de arroz irrigado mais utilizadas no Estado do Rio
Grande do Sul (IRGA — 417, IRGA — 419 e IRGA — 420). Dois experimentos foram
realizados em camara de crescimento: o primeiro em solucdo nutritiva com sementes
desinfectadas superficialmente, e o segundo em solo e sementes ndo desinfectadas, utilizando-
se delineamento experimental inteiramente casualizado. Avaliou-se altura de planta, massa
fresca de planta inteira e parte aérea, massa seca de parte aérea e comprimento da raiz. No
experimento conduzido em solugdo nutritiva observou-se que A. lipoferum ¢ o isolado UFSM-
BD-54-06 apresentaram melhores resultados quando inoculados em IRGA — 420. No
experimento conduzido com solo, A. brasilense e o isolado UFSM-BD-31-06 foram
determinantes de melhores incrementos em IRGA — 420. As diferencas observadas quanto ao
efeito das diferentes bactérias entre plantas cultivadas em solucdo nutritiva e solo, podem ser
devidas a competicdo estabelecida com outros microrganismos do solo, que podem favorecer

ou limitar o crescimento das bactérias diazotréficas introduzidas pela inoculagao.

Palavras-chave: arroz, Azospirillum, diazotroficas, inoculagio, solugdo nutritiva, solo.

6.2 ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of inoculation of Azospirillum
brasilense, A. lipoferum and three diazotrophic bacteria isolates (UFSM-BD-14-06, UFSM-
BD-31-06 ¢ UFSM-BD-54-06) upon three flooded rice cultivar used in Rio Grande do Sul



State (IRGA — 417, IRGA — 419 e IRGA —420). Two experiments were performed in
greenhouse: the first one in nutritive solution with surface disinfected seeds and the second
one in soil with non disinfected seeds. The experiment was conducted in a randomized
complete design. Height of plants, fresh mass of plant and the aerial part, dry mass of the
aerial part and lenght of the rice root were evaluated. In the experiment with nutritive solution
it was observed that A. lipoferum and the UFSM-BD-54-06 isolate showed greater results
when inoculated in IRGA — 420 rice. In the experiment with soil, A. brasilense and the
UFSM-BD-31-06 isolate were determining of greater increases in IRGA — 420 rice. The
differences observed as to the effect of the bacteria among plants growth in nutritive solution
and soil, can be because of the competition with soil microrganisms, that can favour or limit

the growth of diazotrophic bactéria introduced by inoculation.

Key-words: Azospirillum; diazotrophic; inoculation; nutritive solution; rice, soil.

6.3 INTRODUCAO

Variedades de arroz de alto rendimento sdo desenvolvidas a cada ano, resultando em
aumento substancial da produgdo, mas requerendo grandes quantidades de fertilizantes
nitrogenados, que, por sua vez, contribuem para a contaminagdo do solo e dos mananciais de
agua por nitratos (CHAINTREUIL et al., 2000). Por outro lado, a busca de métodos para uma
agricultura sustentdvel tem incentivado os estudos com bactérias fixadoras de nitrogénio
(ELBELTAGY etal., 2001).

A necessidade de adubagdo nitrogenada, a perda de nitrogénio para o ambiente, o alto
custo de producdo baseado em consumo de energia fossil e os riscos de aplicacdo de
nitrogénio sdo fatores que justificam a condugdo de pesquisas no sentido de utilizar bactérias
capazes de fixar nitrogénio diretamente da atmosfera, reduzindo assim perdas para o ambiente,
a poluicao de aguas, solos e o custo de produgdo (LADHA & REDDY, 2003).

Muitas bactérias, como Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Alcaligenes e
Azospirillum tém sido isoladas da rizosfera de arroz irrigado. O interesse tem se voltado para
bactérias diazotroficas com habitat endofitico em gramineas, devido a sua presenga no interior
dos tecidos vegetais e evidéncia significativa de fixagdo de nitrogénio (JAMES &

OLIVARES, 1994; REINHOLD-HUREK & HUREK, 1998).



Bactérias do género Azospirillum colonizam a rizosfera de gramineas, apresentando
propriedades como quimiotaxia, aerotaxia, acumulacdo de substancias de reserva (como
polihidroxibutirato), producdo de promotores de crescimento vegetal, fixagdo de nitrogénio
atmosférico e formagao de cistos (FALLIK & OKON, 1996).

Estudos tém demonstrado que a inoculagdo com Azospirillum spp. aumentou o
rendimento de muitos cereais no campo em mais de 30%, e maiores rendimentos foram
obtidos em condi¢des de camara de crescimento (SUMNER, 1990; OKON & LABANDERA-
GONZALEZ, 1994). Mas, apesar dos resultados positivos, tem se verificado variagdes nos
resultados, atribuidas a fatores ecologicos e ambientais, como condigdes quimicas e fisicas do
solo, gendtipo das bactérias e plantas hospedeiras, habilidade de estabelecimento e competi¢ao
com a microflora nativa. Uma melhor compreensao da interagdo Azospirillum-planta poderia
melhorar a eficécia de inoculantes que utilizam este microrganismo e permitir sua aplicagao
em larga escala no campo (DOBBELAERE et al., 2003).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio por bactérias diazotroficas em leguminosas ¢
evidenciada pela formacdo de nddulos. No entanto, nas gramineas, como ¢ o caso do arroz,
nao ha nodulagdo, e, nesse caso, a averiguacdo da eficiéncia de FBN tem sido feita através da
observacao de parametros que indicam a capacidade das plantas de crescer e acumular
nitrogénio (CAMPOS et al., 2003).

Os objetivo deste experimento foram avaliar por meio de parametros de crescimento
das plantas, o efeito da inoculagdo de bactérias diazotroficas sobre plantas de arroz em
condi¢des gnotobidticas (crescimento em solugdo nutritiva) e determinar a melhor associagdo

microrganismo X cultivar para aplicar posteriormente a campo.

6.4 MATERIAL E METODOS

Foram realizados em setembro e outubro de 2005, ao mesmo tempo, dois experimentos
em camara de crescimento, com as cultivares mais plantadas no RS ( IRGA-417, IRGA-419 e
IRGA-420). Os microrganismos Azospirillum brasilense (BR-11001) e Azospirillum
lipoferum (BR 11080), cedidos pecla EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica, RJ, e os isolados
homoélogos a estas espécies (isolados em meio NF): UFSM-BD-14-06 (3,31 pg mL™" AIA,
7,20 pg mL"' N-total), UFSM-BD-31-06 (14,47 pg mL" AIA, 11,62 pg mL™ N-total) e
UFSM-BD-54-06 (4,34 ng mL™' AIA, 9,53 pug mL" N-total) foram utilizados na forma de



inoculante para as sementes. O experimento em solucdo nutritiva foi conduzido com
delineamento inteiramente casualizado, com nove repeticdes, em arranjo fatorial 6 X 3, com
seis inoculagdes (sem bactérias, estirpes BR-11001 e BR-11080 e isolados UFSM-BD-14-06,
UFSM-BD-31-06 ¢ UFSM-BD-54-06) e trés cultivares (IRGA-417, IRGA-419 e IRGA-420).
O experimento em solo foi conduzido com o mesmo delineamento, com dez repetigdes, sendo

que os tratamentos utilizados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Cultivares e microrganismos utilizados para avaliacdo do efeito da inoculacdo de bactérias
diazotréficas sobre o desenvolvimento de cultivares de arroz irrigado sob condi¢des de camara de
crescimento em solucdo nutritiva e solo. Santa Maria, 2005.

Tratamento Cultivar Microrganismo
1 IRGA-417 Sem inoculagdo
2 IRGA-419 Sem inoculagdo
3 IRGA-420 Sem inoculagdo
4 IRGA-417 A. brasilense
5 IRGA-419 A. brasilense
6 IRGA-420 A. brasilense
7 IRGA-417 A. lipoferum
8 IRGA-419 A. lipoferum
9 IRGA-420 A. lipoferum
10 IRGA-417 UFSM-BD-54-06
11 IRGA-419 UFSM-BD-54-06
12 IRGA-420 UFSM-BD-54-06
13 IRGA-417 UFSM-BD-31-06
14 IRGA-419 UFSM-BD-31-06
15 IRGA-420 UFSM-BD-31-06
16 IRGA-417 UFSM-BD-14-06
17 IRGA-419 UFSM-BD-14-06
18 IRGA-420 UFSM-BD-14-06

O primeiro experimento consistiu de sementes descascadas, desinfectadas, pré-
germinadas, inoculadas e crescidas em solugdo nutritiva, para avaliar unicamente o efeito das
bactérias, sem interferéncia de fatores ambientais, sobre o desenvolvimento das plantulas de
arroz. No segundo experimento, foram utilizados os mesmos tratamentos, mas utilizando
sementes com casca, ndo desinfectadas, crescidas em solo ndo esterilizado, para avaliar o
efeito das bactérias inoculadas sobre as plantulas de arroz nas condig¢des fisicas e quimicas
normais do solo, bem como em competicdo com outros microrganismos presentes na propria

semente € no solo.



6.4.1 Experimento em solug&o nutritiva

Apbs descascadas, as sementes foram desinfectadas superficialmente com hipoclorito
acidificado, seguindo as etapas descritas por PINHEIRO (1992). As sementes foram entao
transferidas para placas de Petri contendo agar-dgua a 1% previamente preparadas para
solidificagdo e incubadas a 30° C no escuro por 72 horas para germinacao.

Os microrganismos utilizados no experimento foram inoculados para crescimento por
96 horas em meio Digs conforme DOBEREINER et al. (1995). Apds, os meios contendo as
células, foram centrifugados, e o sobrenadante foi vertido fora. Adicionaram-se entdo 20 mL
de solugdo salina (NaCl 8,5 g L") para homogeneizar as células depositadas no fundo do tubo.
Procedeu-se a leitura de densidade otica (DO) das solugdes, ajustando-as pela adigdo de
solucdo salina até que se atingissem DO préxima de 1,0 a 535 nm, indicando a presenca de
10* microrganismos mL™" de solugdo, que foi utilizada como inoculante para as sementes. O
inoculante assim elaborado foi armazenado em geladeira por 48 horas até sua utilizacao.

Para o preparo das unidades experimentais, frascos de vidro de 150 mL, contendo 30
mL de solu¢dao nutritiva de Hoagland (HOAGLAND & ARNON, 1950) modificada (sem
nitrogénio), tampados com algodao e papel aluminio foram previamente esterilizados a 120°
C por 20 minutos.

Apbs 72 horas de crescimento, com auxilio de uma pinga, as plantulas sadias foram
cuidadosamente transferidas para as unidades experimentais. Procedeu-se a inoculagdao das
plantulas com 1 mL da suspensdo de células de bactérias diazotroficas (concentragdo de 10°
células mL™). Os frascos permaneceram tapados com algodio, permitindo a troca de gases da
atmosfera e atuando como barreira mecanica contra microrganismos externos. Permaneceram
em camara de crescimento com controle de temperatura a 28°C e fotoperiodo de 12 h. A
coleta ocorreu aos 25 dias, quando surgiram os primeiros sinais de deficiéncia de nutrientes.

A solucdo de Hoagland modificada (sem nitrogénio) utilizada apresentava a seguinte
composicgdo: 0,136 g L ' KH,PO,, 0,174 g L ™' K,HPO,, 0,172 g L ™' CaSO,4 .2H,0, I mL L ™
solugdo de micronutrientes ( 2,86 mg L "' H3;BO; , 1,81 86 mg L ' MnSO, 0,08 mg L !
CuSO0y, 0,02 mg L ' Na;MoO, , 0,22 mg L ' ZnSO,), 1 mL L ™' de solugdo de ferro (1,21 gL
' Na,H,EDTA ¢ 0,60 g L ' FeCl3.6H,0 em 100 mL de 4gua destilada).



ApoOs a coleta, foram determinados a altura, a massa fresca da parte aérea, o
comprimento de raiz e a massa fresca da planta inteira. Posteriormente foram secas em estufa

a 60°C por 3 dias e determinada a massa seca.

6.4.2 Experimento em solo

As sementes utilizadas neste experimento ndo foram descascadas nem desinfectadas.
Foram transferidas para placas de Petri contendo dgar-agua a 1% previamente preparadas para
solidificagdo e incubadas a 30° C no escuro por 72 horas para germinagdo. O mesmo
inoculante preparado para o experimento em solugdo nutritiva foi utilizado neste experimento,
Copos de poliestireno com capacidade para 80 mL e contendo 30 g de solo seco e
homogeneizado foram utilizados como unidades experimentais. A fim de manter condi¢des
proximas da realidade, foi utilizado solo Planossolo Hidromorfico Eutréfico arénico, nao-
esterilizado, proveniente de area de varzea sistematizada cultivada com arroz irrigado. A
analise de solo apresentou 4,9 de pH em é4gua (1:1), 1,1% de matéria orgénica (m/v) e 19% de
argila (m/v). Sobre o solo foram cuidadosamente depositadas as plantulas sadias (crescidas
por 72 horas como no experimento em solucdo nutritiva) com auxilio de uma pinga.
Procedeu-se a inoculacdo das plantulas com 1 mL da suspensdo de células de bactérias
diazotroficas (concentracdo de 10° células mL™).

Os copos foram levados para cdmara de crescimento com controle de temperatura a
28°C e fotoperiodo de 12 h. Diariamente, o nivel de d4gua na superficie do solo das unidades
experimentais era restabelecido. A coleta ocorreu aos 26 dias, quando surgiram os primeiros
sintomas de deficiéncia de nutrientes.

Apos a coleta, foram determinados altura de plantulas, massa fresca da parte aérea,
comprimento de raiz e massa fresca da planta inteira. Posteriormente, as plantulas foram

secas em estufa a 60°C por 3 dias e determinada a massa seca.



6.4.3 Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e comparagdo de médias

pelo teste de Tukey a 5%, utilizando-se os procedimentos disponiveis no programa SISVAR

(FERREIRA, 2000).

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1 Crescimento de plantulas em solucéo nutritiva

Nao foram observadas diferengas estatisticas para altura de plantulas, massa fresca de

planta inteira e comprimento de raiz entre as diferentes cultivares utilizadas (Tabela 2).

Tabela 2 — Altura, massa fresca de planta inteira e comprimento de raiz das plantulas de arroz irrigado
inoculadas com bactérias diazotroficas e cultivadas em solucdo nutritiva, aos 25 dias apés transplantio
(média de nove repeticdes). Santa Maria, 2005.

Cultivar Altura de planta (cm) Massa fresca planta inteira (mg) Comprimento de raiz (cm)
IRGA-417 11,57 a* 99,02 a 7,17 a
IRGA-419 11,28 a 98,98 a 8,29 a
IRGA-420 12,00 a 106,26 a 7,75 a
CV (%) = 16,28 29,84 45,48

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si (p < 0,05; teste Tukey).

No entanto, entre os valores de massa fresca e de massa seca se observaram algumas
diferengas estatisticas, com IRGA-417 apresentando menores valores em relagdo as demais

cultivares (Tabela 3).

Tabela 3 — Massa fresca de parte aérea e massa seca de parte aérea das plantulas de arroz irrigado
inoculadas com bactérias diazotréficas e cultivadas em solucdo nutritiva aos 25 dias ap6s transplantio
(média de nove repeticfes). Santa Maria, 2005.

Cultivar Massa fresca parte aérea planta (mg) Massa seca da parte aérea planta (mg)
IRGA-417 44,48b* 9,18b
IRGA-419 48,95ab 11,05a
IRGA-420 55,07a 11,07a
CV (%) = 30,86 30,52

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).



Em todos os parametros avaliados, exceto comprimento da raiz principal, a cultivar
IRGA-420 apresentou melhor desempenho, embora em alguns casos ndo houvesse diferencga
significativa em relagdo aos demais parametros.

Apesar da importancia da fixacao bioldgica de nitrogénio pelas bactérias diazotroficas,
estudos t€ém demonstrado que a resposta dos cereais a inoculagdo ¢ resultante da intera¢do de
cepas de bactérias diazotroficas com o genotipo das plantas (SALOMONE et al., 1996)

Quando avaliada a altura das plantulas nos diferentes tratamentos de inoculagao
(Tabela 4) verificou-se que a inoculagdo com A. lipoferum ¢ UFSM-BD-54-06 determinaram
valores estatisticamente superiores em todas as cultivares, além de UFSM-BD-14-06
determinar maior altura também em IRGA-420 em relagdo ao tratamento sem inoculagdo. Em
todas as cultivares, UFSM-BD-31-06 determinou altura semelhante ao tratamento sem
inoculagdo, mas a inoculacdo com os outros isolados e A. brasilense produziu aumento

significativo da altura das plantulas.

Tabela 4 — Altura das plantulas de arroz irrigado inoculadas com bactérias diazotrdéficas e cultivadas em
solucdo nutritiva aos 25 dias ap0ds transplantio de acordo com o tratamento em cada cultivar (média de
nove repeti¢des). Santa Maria, 2005.

Tratamento BR-IRGA-417 BR-IRGA-419 IRGA-420
Sem inoculagdo 9,11c* 10,00b 8,90c
A. brasilense 12,44ab 11,07ab 12,41ab
A. lipoferum 13,87a 12,88a 13,44a
UFSM-BD-14-06 10,95bc 11,52ab 13,94a
UFSM-BD-31-06 931c 9,51b 10,32bc
UFSM-BD-54-06 13,73a 12,71a 13,01a

CV (%)=16,28

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p < 0,05; teste Tukey).

ITZIGSOHN et al. (1995) verificaram efeitos semelhantes, avaliando plantulas de
girassol (Helianthus annus) cultivadas por 21 dias em solug@o nutritiva, pois a inoculagdo
com A. brasilense e A. lipoferum determinou altura de plantulas significativamente superiores
ao tratamento controle. PAZOS & HERNANDEZ (2001) avaliaram a interacdo de cepas
nativas do género Azospirillum brasilense com o cultivo de arroz e verificaram que a altura
das plantulas foi estimulada em todos os tratamentos com inoculagdo em relagdo ao controle,
atribuindo o estimulo a produ¢do de hormoénios promotores de crescimento vegetal e a

excre¢do de nitrato por estes microrganismos.



Quando avaliado o comprimento da raiz, ndo houve resposta a inoculagdo na cultivar
IRGA-417. No entanto, na cultivar IRGA-419 o comprimento de raiz foi superior quando
inoculada com A. lipoferum e na cultivar IRGA-420 os isolados UFSM-BD-14-06 ¢ UFSM-
BD-54-06 determinaram respostas significativamente maiores, embora semelhantes aos
tratamentos sem inoculacdo (Tabela 5). DIDONET et al (2003) avaliaram dez linhagens de
arroz sob inoculagdao com Azospirillum sp. e verificaram que houve incremento no
comprimento das raizes em relagdo ao tratamento controle, sendo que A. brasilense induziu

maiores respostas no desenvolvimento das plantulas que A. lipoferum.

Tabela 5 — Comprimento de raiz das plantulas de arroz irrigado inoculadas com bactérias diazotréficas e
cultivadas em solucdo nutritiva aos 25 dias apds transplantio de acordo com o tratamento em cada
cultivar (média de nove repeticdes). Santa Maria, 2005.

Tratamento IRGA-417 (cm) IRGA-419 (cm) IRGA-420 (cm)
Sem inoculagdo 8,53a* 7,41ab 6,82ab
A. brasilense 7,53a 8,63ab 8,35ab
A. lipoferum 7,34a 11,00a 8,03ab
UFSM-BD-14-06 6,40a 7,42ab 9,58a
UFSM-BD-31-06 4,40a 5,83b 4,34b
UFSM-BD-54-06 8,80a 9,42ab 9,40a

CV (%)=45,48
* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

Quanto a massa fresca das plantulas inteiras (parte aérea + raiz), ndo se verificou
diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes tratamentos sobre as cultivares
IRGA-417 ¢ IRGA-419. Na cultivar IRGA-420, no entanto, a inocula¢do com A. lipoferum e
os isolados UFSM-BD-14-06 e UFSM-BD-54-06 produziu valores estatisticamente superiores
em relagdo ao tratamento sem inoculagdo, mas a inoculagdo com A. brasilense apresentou

valor intermediario o tratamento sem inoculagdo e os maiores valores (Tabela 6).

Tabela 6 — Massa fresca das plantulas de arroz irrigado inteiras cultivadas em solucdo nutritiva e
inoculadas com bactérias diazotrdéficas aos 25 dias ap6s transplantio de acordo com o tratamento em cada
cultivar (média de nove repeti¢des). Santa Maria, 2005.

Tratamento IRGA-417 (mg) IRGA-419 (mg) IRGA-420 (mg)
Sem inoculagio 90,67a* 87,11a 76,22b
A. brasilense 95,00a 95,55a 108,22ab
A. lipoferum 121,22a 121,0a 133,22a
UFSM-BD-14-06 89,55a 99,78a 125,44a
UFSM-BD-14-06 88,11a 81,44a 74,00b
UFSM-BD-54-06 109,55a 109,00a 120,44a

CV (%)=29,84

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).



O incremento verificado na massa fresca das plantulas inteiras na cultivar IRGA-420
pode ser creditado a uma eficiente interacdo planta — bactéria na regido da raiz, pois a
inocula¢do com rizobactérias provoca um estimulo ao desenvolvimento do sistema radicular,
com aumento do nimero de pelos radiculares, que por sua vez produz uma maior absor¢ao de
agua e nutrientes (PAZOS & HERNANDEZ, 2001).

Os diferentes tratamentos de inoculacdo aplicados em IRGA-417 ndo apresentaram
efeito sobre a massa fresca da parte aérea da cultivar, pois os valores ndo diferiram

estatisticamente entre si (Tabela 7).

Tabela 7. Massa fresca da parte aérea das plantulas de arroz irrigado cultivadas em solugdo nutritiva e
inoculadas com bactérias diazotrdéficas aos 25 dias ap6s transplantio de acordo com o tratamento em cada
cultivar.

Tratamento IRGA-417 (mg) IRGA-419 (mg) IRGA-420 (mg)
Sem inoculagdo 36,55a* 36,29b 34,33¢
A. brasilense 39,55a 49,67ab 57,44ab
A. lipoferum 53,67a 58.,89a 66,22a
UFSM-BD-14-06 38,67a 48,00ab 64,00ab
UFSM-BD-14-06 44,00a 43,11ab 44,11bc
UFSM-BD-54-06 54,44a 57,78a 64,33ab

CV (%) = 30,86
* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

No caso de IRGA-419, no entanto, verificou-se que a inoculagdo com A. lipoferum ¢
com o isolado UFSM-BD-54-06 provocaram aumentos significativos da massa fresca da parte
a¢rea, ¢ em IRGA-420 apenas a inoculagdo com o isolado UFSM-BD-31-06 apresentou
resultado semelhante ao tratamento sem inoculagdo, enquanto todos os outros tratamentos
revelaram incrementos significativos sobre a massa fresca da parte aérea da cultivar quando
inoculada. O comportamento do arroz IRGA-417 corrobora com os resultados obtidos por
PERIN et al. (2003), que conduziram experimentos de inoculagdo de arroz com A. brasilense
em solugdo nutritiva sob condi¢des controladas e observaram que aos 12 dias apds a
inoculagdo, ndo houve diferenca significativa entre tratamento controle e inoculado nos
parametros massa fresca de raizes e de parte aérea.

Quando avaliada a massa seca da parte aérea das plantulas (Tabela 8), em IRGA-417 a
inoculagdo com A. lipoferum e UFSM-BD-54-06 determinou diferenca estatisticamente

superior. Em IRGA-419, apenas A. lipoferum ¢ em IRGA-420 todos, exceto o isolado UFSM-



BD-31-06, determinaram valores estatisticamente superiores aos obtidos no tratamento sem

inoculagao.

Tabela 8 — Massa seca da parte aérea das plantulas de arroz irrigado cultivadas em solucédo nutritiva e
inoculadas com bactérias diazotroficas aos 25 dias ap6s transplantio de acordo com o tratamento em cada
cultivar (média de nove repeticdes). Santa Maria, 2005.

Tratamento IRGA-4171 IRGA-4191 IRGA-4201
(mg planta *) (mg planta ) (mg planta ™)

Sem inoculagdo 7,11b* 9,33b 7,78b
A. brasilense 8,22ab 10,44ab 12,22a
A. lipoferum 11,67a 13,89a 13,11a
UFSM-BD-14-06 7,67ab 11,22ab 14,11a
UFSM-BD-31-06 8,78ab 9,67ab 9,78ab
UFSM-BD-54-06 11,67a 11,78ab 13,22a

CV (%)=30,52
* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

Efeitos positivos da inoculagdo de A. brasilense sobre a massa seca de plantulas de
arroz, aos 20 dias, foram também obtidos por CURA et al. (2005), que consideram a atuagio
de A. brasilense benéfica para as plantas, pois liberam fitormonios, controlam o crescimento
de patdgenos presentes na rizosfera e fixam nitrogénio atmosférico, transformando-o em
amonia facilmente assimildvel pela planta. Um efeito consideravel se observa sobre o sistema
radicular, onde ha desenvolvimento e aumento de raizes adventicias e pélos absorventes, que
sa0 muito importantes para a absor¢ao de fosforo.

Considerando que os valores de massa seca sdo atribuidos & maior capacidade do
vegetal de absorver nutrientes do solo, este pardmetro pode ser util para a selecdo de estirpes
que sejam boas produtoras em campo (RODRIGUES, 2004). Portanto, A. lipoferum ¢ UFSM-
BD-14-06 apresentaram os maiores valores absolutos de matéria seca quando inoculados em
plantas de arroz crescidas em solucdo nutritiva, apresentando potencial para sua utilizagao

como inoculante.

6.5.2 Crescimento de plantulas em solo

Os valores médios de altura e comprimento de raiz de plantulas ndo apresentaram
diferenca estatistica entre as diferentes cultivares. Quanto a massa fresca das plantulas inteiras
(parte aérea + raiz), massa fresca e massa seca de parte aérea (Tabela 9), verificaram-se

diferencas significativas entre as cultivares. A cultivar IRGA-417 apresentou menores valores



para estes trés parametros de avaliagdo e as cultivares IRGA-419 e IRGA-420 apresentaram
valores estatisticamente superiores, exceto para massa fresca das plantulas inteiras, em que

IRGA-419 apresentou valor intermediario entre as outras duas cultivares.

Tabela 9 — Altura, comprimento de raiz, massa fresca da plantula inteira, massa fresca e massa seca de
parte aérea de plantulas de arroz irrigado inoculadas com bactérias diazotréficas e cultivadas em solo, aos
26 dias apds plantio (média de dez repeticdes). Santa Maria, 2005.

. Altura Comprimento l\i[assa f'resc'a Massa fr’esca Massa seca de parte
Cultivar (cm) de raiz plantula inteira parte aérea aérea (mg)
(cm) (mg ) (mg)
IRGA-417 19,21a* 9,92a 141,88b* 77,37b 13,12b
IRGA-419 17,56a 10,00a 161,10ab 89,62a 15,45a
IRGA-420 17,63a 10,52a 171,57a 95,65a 16,15a
CV (%) 18,69 34,02 32,90 30,66 34,80

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

Quando comparados os dados obtidos nos diferentes tratamentos de inoculagdo, sem
considerar as cultivares de arroz, ndo se observam diferengas significativas nos valores de
altura, massa fresca de parte aérea e comprimento de raiz principal. No entanto, valores
estatisticamente diferentes sdo observados para massa fresca de plantula inteira e massa seca
de parte aérea (Tabela 10), com a inoculagdo com A. brasilense determinando maiores valores
e a inoculacdo com UFSM-BD-54-06 determinando menores valores para os dois pardmetros.

O isolado UFSM-BD-14-06 determinou redugdo apenas da massa fresca de plantula inteira.

Tabela 10 — Altura, massa fresca parte aérea, comprimento de raiz, massa fresca da plantula inteira e
massa seca de parte aérea de arroz irrigado inoculado com bactérias diazotréficas e cultivado em solo, aos
26 dias apds transplantio de acordo com o tratamento, independente da cultivar (média de dez repetigdes).
Santa Maria, 2005.

Altura

Massa fresca

Comprimento

Massa fresca

Massa seca parte

Tratamento (cm) aérl)ezrzing) de raiz (cm) in?elflrrellu(lrlr?g) aérea (mg)
Sem inoculagao 18,18a* 84,60a 10,04a 157,23ab 15,43ab
A. brasilense 17,56a 97,07a 10,28a 187,13a 16,90a
A. lipoferum 17,82a 87,53a 9,15a 159,03ab 14,80ab
UFSM-BD-14-06 18,01a 82,53a 10,92a 140,90b 13,73ab
UFSM-BD-31-06 19,15a 88,67a 11,40a 160,50ab 15,60ab
UFSM-BD-54-06 18,07a 84,87a 9,11a 144,30b 12,97b
CV (%)= 18,69 30,66 34,02 32,90 34,80

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente entre si (p= 0,05; teste Tukey).



Quando avaliados os valores de altura das plantulas nos diferentes tratamentos de
inoculagdo (Tabela 10), verificou-se que apenas em IRGA-417 houve resposta a inoculagao,
com o isolado UFSM-BD-31-06 apresentando maior valor quanto a este pardmetro e A.
brasilense determinando redugdo da altura das plantulas. Um excesso de producdo de AIA
pode ter ocasionado o efeito negativo.

Para IRGA-419 ¢ IRGA-420 ndo se observaram diferencas estatisticas entre os
diferentes tratamentos. A auséncia de diferencas significativas decorrentes da inoculagdo pode
ser devido a falta de interacdo entre os microrganismos e as cultivares utilizadas. DI CIOCCO
& CACERES (1994) inocularam Setaria italica com A. brasilense ¢ A. lipoferum e
observaram que a magnitude da resposta a inoculagdo com estes microrganismos depende da
cultivar e da cepa utilizada. DIDONET et al (2003) inocularam dez linhagens de arroz de
Terras Altas com A. brasilense e A. lipoferum e observaram que algumas linhagens nao
responderam a inoculagdo com aumento da altura ¢ em uma linhagem a inoculagdo com A.

brasilense apresentou negativo.

Tabela 10 — Altura das plantulas de arroz irrigado inoculadas com bactérias diazotréficas e cultivadas em
solo aos 26 dias ap6s transplantio de acordo com o tratamento em cada cultivar (média de dez repetigdes).
Santa Maria, 2005.

Tratamento IRGA-417 (cm) IRGA-419 (cm) IRGA-420 (cm)
Sem inoculagdo 18,84ab* 18,19a 17,50a
A. brasilense 16,31b 18,09a 18,28a
A. lipoferum 19,15ab 17,43a 16,88a
UFSM-BD-14-06 20,40ab 16,41a 17,21a
UFSM-BD-31-06 21,16a 18,56a 17,74a
UFSM-BD-54-06 19,38ab 16,67a 18,16a

CV (%)=18,69
* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

SARWAR & KREMER (1995) compararam a producdo de auxinas entre bactérias
promotoras de crescimento (plant growth promoter rhizobacteria - PGPR) e rizobactérias de
efeito inibidor (deleterious rhizobacteria — DRB) e verificaram que as ultimas produziram
altos niveis de auxinas, que por sua vez, inibiram o crescimento da raiz de Convolvulus
arvensis L. Em experimento semelhante, utilizando Lactuca sativa, BARANZANI &
FRIEDMAN (1999) verificaram também que PGPR secretaram baixos niveis da auxina acido

indolacético (AIA) em relagdo as DRB. Esses experimentos confirmam a hipotese de que a



concentracdo de AIA determina a extensao da inibigdo ou promog¢ao do desenvolvimento das
plantas.

Quando avaliado peso de massa fresca de plantula inteira em cada cultivar, observou —
se que para IRGA-417 e IRGA-420 nao houve diferenca significativa entre os diferentes
tratamentos de inocula¢do, mas na cultivar IRGA-419 houve efeito benéfico pela acdo de A.
brasilense ¢ deletério para UFSM-BD-14-06 ¢ UFSM-BD-54-06, ficando os outros

tratamentos em valores intermediarios (Tabela 11).

Tabela 13 — Massa fresca das plantulas de arroz irrigado inteiras inoculadas com bactérias diazotroficas e
cultivadas em solo aos 26 dias apos transplantio, de acordo com o tratamento em cada cultivar (média de
dez repeticBes). Santa Maria, 2005.

Tratamento BR-IRGA-417 BR-IRGA-419 IRGA-420
(mg planta ™" (mg planta ") (mg planta ™"

Sem inoculagdo 137,90a* 162,20ab 171,60a
A. brasilense 134,90a 214,10a 212,40a
A. lipoferum 155,40a 171,30ab 151,40a
UFSM-BD-14-06 145,10a 122,40b 155,20a
UFSM-BD-31-06 156,80a 151,40ab 173,30a
UFSM-BD-54-06 121,20a 145,20b 166,50a

CV (%)=32,90
* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

Quando avaliada a massa fresca da parte aérea das plantulas (Tabela 12), observaram-
se diferengas apenas em IRGA-419, cultivar em que a inoculagdo com A. brasilense
determinou maior valor (111,80 mg planta ) e a inoculagio com o isolado UFSM-BD-14-06

determinou o menor valor (72,30 mg planta ™).

Tabela 12 — Massa fresca da parte aérea das plantulas de arroz irrigado inoculadas com bactérias
diazotrdéficas e cultivadas em solo aos 26 dias apés transplantio de acordo com o tratamento em cada
cultivar (média de dez repeti¢des). Santa Maria, 2005.

Tratamento BR-IRGA-417 BR-IRGA-419 IRGA-420
(mg planta ") (mg planta ") (mg planta ™"

Sem inoculagdo 76,80a* 88,10ab 88,90a
A. brasilense 67,10a 111,80a 112,30a
A. lipoferum 82,20a 93,80ab 86,60a
UFSM-BD-14-06 86,90a 72,30b 91,40a
UFSM-BD-31-06 85,70a 86,80ab 93,50a
UFSM-BD-54-06 68,50a 84,90ab 101,20a

CV (%)=30,66
* Médias seguidas da mesma letra na coluna no diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).




No caso de massa fresca, seja de planta inteira ou de parte aérea, as cultivares IRGA —
417 e IRGA — 420 ndo apresentaram diferencas significativas para estes parametros. A
auséncia de diferencas significativas nestas cultivares pode estar relacionada com a auséncia
de interacdo entre planta e bactéria, decorrente de caracteristicas genéticas especificas da
planta, como produgdo de exsudatos radiculares, ou da agdo do microrganismo inoculado,
como competi¢do com outros microrganismos presentes no solo ou falta de algum nutriente
especifico para estabelecer a interagdo (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000).

Na cultivar IRGA — 419, no entanto, os mesmos fatores podem ter facilitado a
colonizacdo da raiz, induzindo os efeitos observados por conta da inoculagdo com A.
brasilense. Por outro lado, verificou-se atuagdo negativa dos isolados UFSM-BD-14-06 e
UFSM-BD-54-06 sobre a massa fresca da planta inteira e de UFSM-BD-14-06 sobre a massa
fresca da parte aérea na mesma cultivar pode ser explicada por um possivel efeito antagonista
a outros microrganismos, inclusive presenga de cepas nativas de A. brasilense, que poderiam
vir a beneficiar a cultivar.

PERIN et al. (2003) conduziram experimento com inoculagdo de diferentes
microrganismos diazotroéficos em arroz e verificaram que ndo houve diferenca significativa
entre inoculagdo com A. brasilense e controle ndo inoculado aos 12 dias apds a inoculagdo
sobre a massa fresca da parte aérea, tal como ocorreu com IRGA-417 e IRGA-420 neste
experimento. Por outro lado, ITZIGSOHN et al (1995) inocularam A. brasilense e verificaram
efeito significativamente positivo sobre a massa fresca da parte aérea de plantulas de girassol,
sendo que PERIN et al. (2003), utilizando a mesma espécie de microrganismo, verificaram
efeitos benéficos sobre as plantulas de milho. Comportamentos similares foram observados no
presente experimento com inoculagao de A. brasilense na cultivar IRGA-419.

Nenhuma cultivar utilizada apresentou resposta a inoculagdo quanto ao comprimento
de raiz principal (Tabela 13). Resultado semelhante foi obtido por PERIN et al. (2003), onde a
inoculagdo de arroz com A. brasilense ndo apresentou efeito claro sobre a massa fresca das
raizes em relacdo ao tratamento controle ndo inoculado. DIDONET et al. (2003) inocularam
dez diferentes linhagens de arroz com A. brasilense e A. lipoferum e algumas destas linhagens
também ndo apresentaram maior comprimento de raiz em relacdo ao tratamento sem

inoculagao.



Tabela 13 — Comprimento de raiz principal de plantulas de arroz irrigado inoculadas com bactérias
diazotrdéficas e cultivadas em solo aos 26 dias ap6s transplantio de acordo com o tratamento em cada
cultivar (média de dez repeti¢des). Santa Maria, 2005.

Tratamento IRGA-417 (mg) IRGA-419 (mg) IRGA-420 (mg)
Sem inoculagdo 8,69a* 10,20a 11,23a
A. brasilense 9,03a 10,45a 11,35a
A. lipoferum 10,01a 8,92a 8,52a
UFSM-BD-14-06 10,65a 11,08a 11,03a
UFSM-BD-31-06 12,05a 10,99a 11,16a
UFSM-BD-54-06 9,11a 8,38a 9,83a

CV (%)=34,02

* Médias seguidas da mesma letra na coluna no diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

SALA et al. (2005) verificaram que a inoculagdo de diversas bactérias diazotréficas
endofiticas produziu comprimento de raiz principal significativamente maior em alguns
gendtipos de trigo e reduziu o comprimento em outros genotipos. OKON & KAPULNIK
(1986) conduziram estudo sobre a morfologia das raizes de milho inoculadas com A.
brasilense e verificaram que este microrganismo causa alteragdes morfoldgicas na raiz logo
apo6s a germinacdo. Durante as trés primeiras semanas apds a germinagdo aumentam o nimero
de pelos radiculares e de raizes laterais nas plantas inoculadas, mas ndo se altera o peso da
raiz. A massa seca radicular aumenta em estdgios posteriores. Tal argumentacdo pode ser
valida para o arroz, ja que foi colhido em 3,5 semanas no presente trabalho.

Quando avaliada a massa seca da parte aérea, nao foi verificada resposta a inoculagao
na cultivar IRGA-417. No entanto, nas cultivares IRGA-419 e IRGA-420 foram observadas
diferentes respostas, com A. brasilense determinando maiores valores em ambas cultivares.
No entanto, a inoculacdo com o isolado UFSM-BD-14-06 determinou apresentou menores

valores em IRGA-419 ¢ com A. lipoferum em IRGA-420 (Tabela 14).

Tabela 14 — Massa seca da parte aérea das plantulas de arroz irrigado inoculadas com bactérias
diazotrdéficas e cultivadas em solo aos 26 dias apés transplantio de acordo com o tratamento em cada
cultivar (média de dez repeti¢des). Santa Maria, 2005.

Tratamento IRGA-417 (mg) IRGA-419 (mg) IRGA-420 (mg)
Sem inoculagdo 13,20a* 16,00ab 17,10a
A. brasilense 10,40a 19,90a 20,40a
A. lipoferum 15,10a 16,00ab 13,30a
UFSM-BD-14-06 13,60a 12,10b 15,50a
UFSM-BD-31-06 15,70a 15,10ab 16,00a
UFSM-BD-54-06 10,70a 13,60ab 14,60a

CV (%)=34,80
* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).




Nenhuma das diferentes inoculagdes apresentou efeito sobre a massa seca das plantas
de IRGA-417. Mas em IRGA-419, quando inoculado com A. brasilense, a massa seca
apresentou maior valor em relagdo aos outros tratamentos, ¢ quando com o isolado UFSM-
BD-14-06, apresentou menores valores. Em IRGA-420, novamente A. brasilense determinou
maiores valores. Os resultados corroboram com os dados fornecidos por BASHAN (1999), o
qual relata que a inoculagdo de plantas de algoddo com A. brasilense aumenta o crescimento
de pelos radiculares e o numero de raizes laterais, resultando em incremento significativo de
massa das plantas sob condi¢gdes de casa de vegetagcdo. Por outro lado, a redugdo de massa
seca produzido por A. lipoferum em IRGA-420 néo era esperada, pois varios experimentos de
inoculacdo com este microrganismo t€ém revelado efeitos positivos sobre plantas de arroz
tanto em casa de vegetacdo quanto no campo (KENNEDY et al., 2004).

O fato de A. brasilense determinar incremento significativo sobre a massa seca das
plantulas das cultivares IRGA-419 e IRGA-420 em relagdo ao tratamento sem inoculagao,
pode ser devido a eficiéncia da associacdo planta-bactéria no acimulo de biomassa, como
sugerido por BALDANI & DOBEREINER (1980) ao avaliar experimentos com trigo.

Os dados obtidos com o crescimento de arroz em solucdo nutritiva, presentaram
IRGA-420 como a cultivar com melhor resposta a inoculagdo ¢ A. lipoferum ¢ o isolado
UFSM-BD-54-06 com melhores efeitos sobre as plantulas de arroz. Nestas condigdes, ndo
houve interferéncia de fatores ambientais, como alteragdes de pH, temperatura e competicao
com outros microrganismos. Foi possivel avaliar apenas o efeito de cada microrganismo por
cultivar. No entanto, na pratica ndo sucede desta forma. Os microrganismos estdo sujeitos a
diversos fatores adversos presentes no solo até que colonizem a rizosfera de uma planta.

Quando os mesmos tratamentos foram conduzidos em unidades experimentais com
solo, as cultivares IRGA-419 ¢ IRGA-420 apresentaram bom desempenho, e entre as
bactérias inoculadas, A. brasilense foi quem proporcionou maior efeito sobre os parametros
de crescimento das plantas. A. brasilense ¢ considerada uma espécie agressiva em relagdo aos
outros microrganismos que habitam a rizosfera. Isso se confirma em relagdo a A. lipoferum,
que foi capaz de atuar sobre a planta quando em solugdo nutritiva, mas ndo manteve o mesmo
efeito em solo. A. brasilense, por sua vez, embora ndo estimulado pelas 6timas condigdes da
solugdo nutritiva, encontrou ambiente de competi¢do no solo que lhe favoreceu quando na
rizosfera da cultivar IRGA-420, que certamente produziu exsudatos radiculares que

favoreceram seu estabelecimento (VALE et al, 2005).



Dentre os isolados utilizados UFSM-BD-14-06, UFSM-BD-31-06 ¢ UFSM-BD-54-06,
apesar de semelhantes estatisticamente a A. brasilense ¢ A. lipoferum, o isolado UFSM-BD-
31-06 foi quem determinou maiores valores de massa seca nas cultivares, confirmando a
possibilidade de escolher isolados in vitro pela sua capacidade de produgdo de auxinas em
meio de cultura, embora quanto a fixacdo bioldgica de nitrogénio “in vitro”, o isolado
apresentou valores menores que A. brasilense e A. lipoferum. No entanto, apesar de produzir
grande quantidade de auxinas “in vitro”, superior inclusive a A. brasilense e A. lipoferum, em
condi¢des controladas de crescimento no solo ndo foi capaz de determinar efeitos superiores a
estes sobre as plantas, indicando que ndo ¢ apenas a produgdo de auxinas que determina o

efeito benéfico de um isolado sobre as plantas.

6.6 CONCLUSOES

Plantulas de arroz irrigado IRGA-420, quando cultivadas em solug¢do nutritiva e
inoculadas com A. lipoferum e o isolado UFSM-BD-14-06 aumentam a producdo de massa
seca. Quando cultivadas em solo, novamente as plantulas de IRGA-420 apresentaram os

maiores valores de massa seca sob inoculagdo com A. brasilense e UFSM-BD-31-06.
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7 BACTERIAS DIAZOTROFICAS EM ARROZ IRRIGADO SOB
DIFERENTES DOSES DE ADUBO NITROGENADO E INOCULACAO

DIAZOTROPHIC BACTERIA IN FLOODED RICE UNDER DIFFERENTS DOSES
OF N-FERTILIZER AND INOCULATION

7.1 RESUMO

O presente experimento foi conduzido com objetivo de verificar os efeitos da
inoculagdo de bactérias diazotroficas (Azospirillum brasilense e isolado UFSM-BD-31-06)
sobre o desenvolvimento e produtividade da cultivar do arroz IRGA — 420, devido a
importancia desta cultivar no cultivo de arroz irrigado no Estado do Rio Grande do Sul, bem
como avaliar a ocorréncia e diversidade de bactérias diazotroficas endofiticas por meio de
quantificacdo, utilizando meios seletivos NFb (para Azospirillum brasilense/A. amazonense),
JNFb (para Herbaspirillum), LGI (A. amazonense) e LGI-P (Gluconacetobacter). O arroz
IRGA-420 foi cultivado em campo sob diferentes doses de nitrogénio (0, 60 e 120 kg N ha™),
¢ inoculagdes (testemunha, A. brasilense ¢ isolado UFSM-BD-31-06), com delineamento
experimental em blocos ao acaso e trés repeticdes. Raizes das plantas foram coletadas aos 40
dias apo6s a semeadura (DAS), 90 DAS e 120 DAS, esterilizadas superficialmente, a fim de
obter contagem de diazotroficos endofiticos pelo método do Numero Mais Provavel (NMP).
Foram avaliados altura, massa fresca e seca, comprimento e volume radicular, e N-total das
amostras. Ao final do ciclo, as plantas foram colhidas e foi calculado o rendimento em graos
de cada tratamento. Os resultados apresentaram altas populacdes de bactérias diazotroficas
endofiticas nas raizes (10° a 10° UFC g ™), exceto para contagem em meio LGI-P na primeira
(10% a 10°UFC g ) e segunda coletas (10° a 10°* UFC g ™'). N&o foram encontradas diferengas
significativas entre os tratamentos e nem entre as épocas de coleta. A inoculagdo de arroz
IRGA-420 com bactérias diazotréficas ndo determinou diferengas significativas entre os
parametros de crescimento vegetal analisados, mas foi observado um incremento importante
na produtividade da cultivar, que variou entre 8 e 32%. A inoculagdo com A. brasilense e com
o isolado UFSM-BD-31-06 apresentou efeitos positivos sob diferentes dose de nitrogénio

aplicadas. A. brasilense apresentou redugdo do incremento da produtividade (26,91%, 21,97%



e 12,84%) com o aumento da dose de nitrogénio aplicada, e o isolado UFSM-BD-31-06
apresentou incremento semelhante em 0 e 60 kg N ha (aproximadamente 17%), mas um alto

incremento (31,85%) quando aplicada dose de 120 kg N ha™.

Palavras-chave: arroz; diazotroficos; endofiticos; fixacdo biolodgica de nitrogénio;

inoculagao.

7.2 ABSTRACT

This experiment was performed with the aim to verify the effects of diazotrophic
bacteria inoculation (Azospirillum brasilense and UFSM-BD-31-06 isolate) upon the
development and productivity of the flooded rice cultivar IRGA — 420, because of their
importance in rice culture in Rio Grande do Sul State, and evaluate the occurrence, quantify
and diversify of endophytic diazotrophic bactéria, utilizing selective medium NFb
(Azospirillum brasilense/A. amazonense), JNFb (Herbaspirillum), LGI (A. amazonense) and
LGI-P (Gluconacetobacter). The rice cultivar IRGA-420 was cultivated under different doses
of nitrogen (0, 60 ¢ 120 kg N ha™), different inoculations (control, A. brasilense and UFSM-
BD-31-06 isolate), with randomized complete block design with and three replication. Roots
of plants were collected at 40, 90 and 120 days after seedling, were superficialy desinfected,
in order to obtaining the number of endophytic diazotrophics by the most probable number
(MPN). Height, fresh and dry mass, lenght and volume root, and total-N of the sample were
evaluated. At the end of the cycle, the plants were harvested and the yield in grains was
calculated in each treatment and the increase regarding uninoculated and unfertilizer
treatment. The results presented greater populations of endophytic diazotrophic bacteria in
root (10° a 10* UFC g ™), except to enumerate in LGI-P medium in first (10> a 10° UFC g ™)
and second collects (10> a 10° UFC g ™). Significant differences between the average of
treatments were not found, and between collects times neither. The rice IRGA-420
inoculation with diazotrophic did not determined significant differences between the growth
plant parameters analised, but an important increase in the productivity of cultivar was
observed, which had a varialy between 8 and 32%. The A. brasilense inoculation and UFSM-
BD-31-06 isolate inoculation exhibited positive effects under different doses of the N-
fertilizer applied. A. brasilense exhibited reduction of the increased of produtivity (26,91%,



21,97% e 12,84%) with the increase of the N-fertilizer dose applied, and the UFSM-BD-31-
06 isolate exhibited similar increase in 0 e 60 kg N ha™ (aproximately 17%), but a great

increase when applied doses of 120 kg N ha™ (31,85%).

Key-words: biological nitrogen fixation, diazotrophic, endophytic, inoculation, rice.

7.3 INTRODUCAO

O arroz ¢ uma cultura importante no sul do Brasil. Segundo dados da CONAB —
Companhia Nacional de Abastecimento (2006), na safra 2005/2006 foram colhidas 6.431.300
toneladas de arroz em uma area de 1.018,1 mil hectares, com produtividade média de 6.317
kg ha™'. LOPES (2005) considera que ha potencial para producdo de até 10 t ha' de arroz,
desde que a pesquisa busque aumento de produtividade e redugdo de custos de produgao.

As doses de nitrogénio recomendadas para a cultura de arroz no Rio Grande do Sul
variam de acordo com a cultivar utilizada e a quantidade de matéria organica presente no solo.
Para solos com baixo teor de matéria organica (inferior a 2,5%), como ¢ o caso de grande
parte da 4rea cultivada com arroz irrigado no Estado, as recomendacdes sdo de 120 kg ha™
ano para as cultivares modernas. A necessidade de adubacdo nitrogenada, a perda de
nitrogénio para o ambiente e o alto custo de producdo e aplicacdo de nitrogénio sdo fatores
que justificam a condu¢do de pesquisas no sentido de utilizar bactérias capazes de fixar
nitrogénio diretamente da atmosfera, reduzindo assim as perdas para o ambiente, a polui¢ao
de dguas e solos e o custo de producdo (SMIL, 1997). Considerando esses fatores, alternativas
capazes de reduzir o uso deste insumo e proporcionar boa produtividade, apresentam
importante repercussdo social e econdmica.

A interacdo de bactérias diazotroficas com diversas culturas tem sido tema de
pesquisas no mundo todo, devido ao potencial evidenciado na melhoria da producdo das
culturas e, conseqiientemente, na reducao dos custos de producdo ao diminuir a quantidade de
adubos nitrogenados aplicados. Apesar das contribui¢cdes na fixagdo bioldgica de nitrogénio
terem sido verificadas inicialmente em leguminosas, plantas da familia Graminae utilizadas
em diversos experimentos tém apresentado potencial significativo, respondendo com aumento

na producdo quando inoculadas com bactérias diazotréficas. Vdrias espécies destes géneros



foram identificadas em associacdo com plantas de arroz, mas sdo necessarios mais estudos
sobre sua diversidade e comportamento nessa cultura (BALDANI et al., 2002, PENG et al.,
2002, ELBELTAGY etal., 2001).

A compreensdo da acdo das bactérias diazotroficas sobre a cultura de arroz depende de
estudos que demonstrem as particularidades de associa¢des destas a cultivares especificas, de
acordo com as condigdes ambientais e estadios de desenvolvimento do vegetal, o que pode
auxiliar a compreensdao do papel ecoldgico desses microrganismos nos agroecossistemas
(BARRAQUIO et al, 1997).

Varias espécies de bactérias do género Azospirillum sdo capazes de colonizar a raiz
dos vegetais. Sao por isso, chamadas associativas, como ¢ o caso de A. brasiliense
(TARRAND et al., 1978), A. lipoferum (TARRAND et al., 1978), A. amazonense
(MAGALHAES et al.,, 1983) e A. irakense (KHAMMAS et al., 1991). Outras bactérias
diazotroéficas, capazes de colonizar o interior da raiz e partes aéreas das plantas, permitem a
sobrevivéncia da planta em solos pobres e promovem beneficios a mesma. Sao as endofiticas,
pertencentes aos géneros Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Burkholderia e Azoarcus
(BALDANI et al., 2002). As bactérias endofiticas colonizam de diversas formas as plantas,
formando relagdes ndo-patogénicas com seus hospedeiros. Quando as relagdes estabelecidas
sao benéficas, estimulam o crescimento da planta, aumentam a resisténcia a doengas,
melhoram a habilidade da planta de resistir ao estresse ambiental e/ou aumentam a fixagdo de
nitrogénio atmosférico (STURZ & NOWAK, 2000). Trabalhos conduzidos na tltima década
tém se preocupado em identificar bactérias endofiticas entre as abundantes e variadas
populagdes de muitas plantas, como batata, milho, trigo, sorgo, cana-de-actcar e arroz (BENT
& CHANWAY, 2002), utilizando métodos experimentais, como microscopia eletronica e
biologia molecular.

Apesar da grande produgdo de arroz no Rio Grande do Sul, pouco da tecnologia de
inoculagdo de microrganismos diazotroficos tem sido aplicada no campo, enquanto paises
como Egito, México, Argentina e Uruguai fazem amplo uso de bactérias diazotroficas como
inoculante e apresentam resultados de aumento de producdo. Tanto em casa de vegetagdo
como em campo, sdo verificados resultados que podem chegar a 50% de incremento na
producdo quando esses microrganismos sao inoculados (BALDANI et al., 2002). No entanto,
esses resultados sdo influenciados pela variedade do vegetal, estddio fisiologico do vegetal,
tipo de solo, atuagdo ou interferéncia de outros componentes da microbiota e competitividade

(STURZ & NOWAK, 2000).



BISWAS et al. (2000) e PENG et al. (2002), conduzindo seus experimentos nas
Filipinas, verificaram que a inoculacdo de arroz irrigado com estirpes de Rhizobium
leguminosarum produziu ganho substancial em biomassa. BALDANI et al. (2000) inocularam
arroz com cepas de Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1984) e Burkholderia spp.,
verificando que ¢ possivel obter um aumento de rendimento de arroz entre 20 e 30%.

Quanto aos sistemas de produgdo agricola, o sucesso na utilizacdo de bactérias
diazotroficas estd relacionado a habilidade de selecionar, incorporar e manter populagdes
benéficas no campo. A rotagdo de culturas e a forma de manejo da lavoura podem influenciar
as populacdes microbianas do solo, sendo que se busca o desenvolvimento de sistemas de
producdo que beneficiem as populacdes de diazotréficos. Aplicagdes de protetores vegetais
quimicos, por sua vez, reduzem a quantidade e a qualidade de populagdes microbianas
especificas (STURZ & NOWAK, 2000).

Grande variabilidade tem sido verificada nos resultados de inoculacdo de bactérias
diazotroficas nas culturas. OKON & LABANDERA-GONZALEZ (1994) realizaram revisao
dos experimentos de inoculagdo de Azospirillum publicados, e verificaram que 60-70%
obtiveram sucesso, com rendimentos estatisticamente significativos, variando entre 5 e 30%.
Estudos realizados mediante inoculagdo de bactérias diazotréficas em arroz apresentaram
fixagdo de 17 — 19% de nitrogénio atmosférico em relacdo ao total fixado. No campo, esse
incremento pode chegar proximo a 50% (BALDANI et al., 2000). No entanto, ndo se conhece
até o momento a forma de acdo das bactérias diazotroficas colonizadoras de variedades de
arroz cultivadas no Rio Grande do Sul, como seu potencial fixagao de nitrogénio, producao de
substancias promotoras de crescimento, coloniza¢dao das raizes e, conseqlientemente, sua
participa¢cdo no aumento da produtividade do arroz.

O presente experimento foi conduzido com objetivo de verificar os efeitos da
inoculagdo de bactérias diazotroficas (Azospirillum brasilense e isolado UFSM-BD-31-06)
sobre as bactérias diazotroficas endofiticas presentes nas raizes e sobre os parametros
desenvolvimento e produtividade da cultivar do arroz irrigado IRGA — 420, escolhida devido

a sua importancia no cultivo de arroz irrigado no Estado do Rio Grande do SUL.



7.4 MATERIAL E METODOS

7.4.1 Inoculacgéo, preparo das sementes e cuidados culturais

Para preparo do inoculante, foi utilizada uma estirpe padrao de Azospirillum brasilense
(BR 11101) cedido pela EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica, RJ e um isolado denominado
UFSM-BD-31-06, que apresentaram bom desempenho em estudos prévios em camara de
crescimento, que foi realizada a fim de selecionar estirpes para aplicacdo em campo. O
inoculante foi preparado utilizando-se 0 meio nutritivo Digs para crescimento das estirpes,
contendo em média 10® bactérias mL™ inoculante. Um volume de 12 mL de cada inoculante
foi aplicado sobre 120 g de sementes de arroz da cultivar IRGA-420 ndo esterilizadas, que
secaram em estufa a 35° C por 3 horas.

As sementes inoculadas e secas foram entdo semeadas em solo Planossolo
Hidromérfico Eutrofico arénico, em area de varzea sistematizada do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria (RS), em 04/11/2005. A analise de solo
apresentou pH 5,1, percentual de matéria organica de 2,4 e 17% de argila. Foi empregado o
sistema convencional de cultivo com densidade de semeadura de 120 kg ha™.

A distancia entre as linhas de semeadura de 17 cm, utilizando-se para o experimento
area total de 270 m” (45 x 6 m). Imediatamente ap6s a semeadura, foi aplicado adubo NPK 5-
20-30 na dose de 300 kg ha'. Nio foi aplicada fonte de nitrogénio nesse periodo. Doses de 60
e 120 kg ha™' de nitrogénio, na forma de uréia comercial, foram aplicadas em duas épocas, aos
30 e 40 dias apds a semeadura (03/12/2006 e 11/01/2006).

Durante o ciclo de crescimento da cultura ndo foram aplicados fungicida nem
herbicida, a fim de eliminar possiveis interferéncias dos referidos produtos sobre as bactérias
inoculadas. A semeadura ocorreu em solo drenado, com entrada de dgua em 27/11/2005 (23
dias apds a semeadura). As parcelas foram divididas por taipas e fechadas apds entrada de
agua para evitar mistura de dgua entre as parcelas com diferentes doses de nitrogénio e

inoculagao.



7.4.2 Coleta a analise das amostras

O experimento foi acompanhado pela contagem do nimero de bactérias
diazotroficas endofiticas e analisando diversos pardmetros obtidos em trés diferentes épocas
de coleta. A primeira coleta ocorreu aos 40 dias apdés a semeadura (DAS), na fase de
perfilhamento das plantulas de arroz, a segunda aos 90 DAS, na fase de formacdo do
primoérdio floral e a terceira aos 120 DAS. De cada parcela foram retiradas, ao acaso, trés
plantas inteiras, para determinagdo da altura (cm), massa fresca (g) e comprimento (cm) ¢
volume de raiz (g). Foram extraidas as raizes das plantas para realizacdo da contagem de
bactérias diazotroficas. O processo de preparo das raizes para contagem ocorreu no mesmo
dia da coleta.

Para a contagem da populagdo de bactérias diazotroficas endofiticas, utilizou-se o
método descrito por DOBEREINER et al. (1995), que consiste em lavar as raizes de arroz em
agua corrente, retirar 15 g, secar e desinfectar superficialmente. A desinfeccdo superficial
segue as seguintes etapas: imersdo das raizes por 10 minutos em cloramina-T a 1%
(C7H7CINNaO,S;H,0), 10 minutos em agua destilada estéril, 10 minutos em tampao fosfato e
10 minutos em agua destilada estéril. Apds, 10 g de raizes secas foram trituradas com 90 mL
de solucdo salina (8,5 g L' NaCl) e entdo realizaram-se dilui¢des seriadas de 107 a 107,
transferindo sucessivamente 1 mL da suspensdo de cada dilui¢do para frascos contendo 9 mL
de solucdo salina. De cada uma das dilui¢des, aliquotas de 100 pL. foram inoculadas em
triplicata, em frascos contendo 5 mL dos meios semi-solidos sem fonte nitrogenada, NFb para
Azospirillum brasilense e A. lipoferum, JNFb para Herbaspirillum spp. (DOBEREINER et al.,
1995), IMV para Burkholderia (BALDANI, 1996), LGI para A. amazonense ¢ LGI-P para
Gluconacetobacter spp. (DOBEREINER et al., 1995).

Trés frascos por diluicdo foram incubados a 30°C por 7dias, sendo considerados positivos
para contagem os frascos que apresentaram uma pelicula aerotdxica tipica proxima da
superficie do meio. A contagem da populacdo de bactérias diazotréficas foi realizada pela
técnica do Ntimero Mais Provavel (NMP). Utilizou-se a tabela de McCrady (DOBEREINER
et al.,1995) para determinar, pelo método estatistico, a populacdo de bactérias presentes nas
amostras de raizes.

Apos secagem em estufa a 60° C por trés dias da parte aérea de cada amostra, foi
determinada a massa seca (g) e uma por¢do de aproximadamente 0,5 g foi processada para

analise do teor de N-total (%) pelo método Kjeldhal (TEDESCO et al., 1995). Por ocasido da



3% coleta, ndo foram avaliadas as raizes, devido a dificuldade de retirar raizes inteiras de arroz,
caracteristica da espécie vegetal, em que as raizes se entrelacam. Aos 135 DAS, foi realizada
a colheita e triagem do arroz, do qual se avaliou o rendimento em graos. Para a avaliacdo do
. ~ . \ 2
rendimento em graos das parcelas do experimento, as amostras referentes a coleta de 1 m” de
cada parcela foram triadas e seus volumes pesados. Foram retiradas as impurezas em
limpador Intecnial — Model de porg¢des de 300 g de cada amostra, e apos pesagem do volume
resultante, procedeu-se a determinacdo de umidade, para entdo calcular-se o rendimento em

graos do arroz com base em 13% de umidade.

7.4.3 Delineamento experimental

O experimento foi estruturado em delineamento de blocos ao acaso, com trés
repeticoes e com bifatorial (bactérias e doses de N), com trés repetigdes. Foram aplicados trés
tratamentos com bactérias (controle, Azospirillum brasilense e isolado UFSM-BD-31-06) e
trés doses de nitrogénio na forma de uréia (0, 60 e 120 kg ha™).

Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2000). Na analise de variancia foi aplicado teste de Tukey com nivel de

significancia de 5% e os dados transformados para logjo.

7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.5.1 NUmero de bactérias presentes nas raizes do arroz irrigado IRGA-420

Os resultados do levantamento da ocorréncia de bactérias diazotroficas associadas as
raizes do arroz IRGA-420 cultivado em campo revelaram a presenga de bactérias relacionadas
a Azospirillum brasilense/ lipoferum (meio NFb), Herbaspirillum (meio JNFb), A.
amazonense (meio LGI) e Gluconacetobacter (meio LGI-P) nas trés épocas de coleta
realizadas (40 DAS, 90 DAS, 120 DAS). Bactérias relacionadas a Burkholderia (meio JMV)
ndo foram detectadas em nenhuma das amostras. Em todos os tratamentos e épocas de coleta

se verificaram altas concentracdes de bactérias diazotréficas endofiticas nas raizes, que



variaram de 10* a 10® UFC g !, exceto para contagem em meio LGI-P na primeira coleta (10
a 10°UFC g ") e segunda coleta (10° a 10° UEC g ™).

Estes resultados sdo similares aos encontrados por PUNSCHKE et al. (2005), que
quantificaram bactérias diazotroficas de duas variedades de arroz no Uruguai e encontraram
69% das amostras de raizes com concentragdes maiores que 10° UFC g . No presente
experimento, 98,77% das amostras de raizes quantificadas em meio NFb apresentaram
populagdes maiores que 10° UFC g ™. Para os meios JNFb, LGI ¢ LGI-P se observou que em
98,77%, 97,53% e 74,08%, respectivamente, as populacdes ultrapassaram 10° UFC g 1 Nio
foram detectadas bactérias diazotroficas em meio JMV, para bactérias relacionadas a
Burkholderia.

Nas populagdes de bactérias diazotroficas relacionadas a Herbaspirillum (meio JNFb),
A. amazonense (LGI) e Gluconacetobacter (LGI-P) ndo foram observadas diferengas
significativas decorrentes das diferentes inoculagdes na fase de perfilhamento do arroz (40
DAS). No entanto, a populagao relacionada a Azospirillum brasilense/ lipoferum (meio NFb)
foi menor nos tratamentos com inoculagdo do que nos tratamento testemunha (sem
inoculacdo). Esse resultado indica uma possivel interacdo das bactérias inoculadas com a
microbiota nativa, reduzindo-as. JANZEN & McGILL (1995) estudaram as interagdes em
nivel de comunidade de A. brasilense em modelo microcosmos e verificaram que este
microrganismo ¢ capaz de alterar a estrutura da comunidade.

Quando foram consideradas as populagdes de bactérias diazotroficas em funcao das
doses de nitrogénio aplicadas, ndo se verificaram diferengas significativas entre as doses para
os meios JNFb, LGI e LGI-P. Resultados semelhantes foram obtidos por SALA et al. (2005),
0s quais observaram que, em alguns genotipos de trigo ndo houve alteragdo do niimero de
diazotroficos endofiticos quando adicionado nitrogénio ao solo de cultivo. Mas em outros
genotipos, 0s mesmos autores observaram aumento da quantidade desses microrganismos
com o aumento da dose de nitrogénio. KIRCHHOF et al. (1997) observaram que a quantidade
de diazotroficos era menor ou ndo detectdvel em altos niveis de nitrogénio mineral.
MUTHUKUMARASAMY et al. (2002) consideram que o fertilizante nitrogenado atua sobre
o estado fisiologico da planta e pode, portanto, alterar as populagdes destas bactérias. SILVA
et al. (2004) avaliaram o efeito das doses de N sobre a populagdo de diazotréficos na cultivar
IRGA-419, cultivar proxima a do presente experimento, € ndo observaram diferenca
significativa nas populacdes presentes no rizoplano de arroz irrigado com e sem adubacao

nitrogenada de 90 kg ha™.



Quando foram comparados os nove tratamentos entre si, novamente ndo se verificaram
diferencas entre as populagdes de diazotroficos endofiticos (Tabela 1). E possivel que, mesmo
apresentando niimeros semelhantes de diazotréficos, ocorram diferentes formas de interagao
planta-microrganismos, como proposto por SALOMONE & DOBEREINER (1996). Outra
possibilidade ¢ que, devido ao alto coeficiente de variagao observado entre as amostras, tipico
de experimentos em campo, sujeitos a multiplas variagdes ambientais, ndo se tenham

observado as alteracdes ocorridas entre os tratamentos.

Tabela 1 — NUmero de bactérias diazotroéficas (logy) relacionadas aos meios NFb, JNF, LGl e LGI-P,
presentes nas raizes do arroz irrigado IRGA-420 aos 40 DAS. Média de trés repeticdes.Santa Maria, 2005.

Tratamentos NFb 1 INFb 1 LGI 1 LGI—P1

(UFCg)  (UFCgh  (UFCg)  (UFCg)
Sem inoculagdo + 0 kg N ha'! 8,24a* 7,11a 7,11a 4,58a
Sem inoculagdo + 60 kg N ha'! 7,76a 7,03a 8,15a 6,13a
Sem inoculag@o + 120 kg N ha'! 7,86a 7,86a 7,86a 6,93a
A. brasilense + 0 kg N ha™! 721a 7,14a 7,14a 6,17a
A. brasilense + 60 kg N ha™' 7,.25a 6,93a 6,93a 6,55a
A. brasilense + 120 kg N ha™! 7,08a 7,40a 7,40a 5,06a
UFSM-BD-31-06 + 0 kg N ha 6,87a 7,13a 7,13a 4,74a
UFSM-BD-31-06 + 60 kg N ha™! 7,56a 7,80a 7,80a 6,31a
UFSM-BD-31-06 + 120 kg N ha™! 7,19a 7,15a 7,16a 6,06a
CV(%) = 7,62 12,70 9,01 17,05

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

A segunda coleta ocorreu aos 90 DAS, na fase de florescimento do arroz, nio se
verificando diferengas entre as populagdes de bactérias diazotroficas quanto aos tratamentos
de inoculacao nem quanto as doses de nitrogénio aplicadas.

Nao se verificaram diferencas significativas quando considerados os diversos
tratamentos utilizados nesse experimento (Tabela 2), embora sejam observadas variagdes
entre os valores absolutos das populacdes. A semelhancga entre as populacdes pode ser devida
ao fato de foram quantificados apenas os microrganismos endofiticos, que sdo menos

vulneraveis a variagdes ambientais e competicdo do que os microrganismos rizosféricos

(COCKING, 2003).



Tabela 2 — Numero de bactérias diazotrdéficas (log;o) em NFb, INFb, LGI e LGI - P presentes nas raizes
do arroz irrigado IRGA-420 aos 90 DAS. Média de trés repeti¢es. Santa Maria, 2006.

Tratamentos NFb 1 JNFb 1 LGI 1 LGI fII
(UFCg") (UFCg)) (UFCg) (UFCg))
Sem inoculagdo + 0 kg N ha’ 7,98a* 7,93a 7,83 a 6,91 a
Sem inoculagdo + 60 kg N ha! 6,56a 7,01a 6,02 a 474 a
Sem inoculagdo + 120 kg N ha! 8,11a 8,15a 7,69 a 6,86 a
A. brasilense + 0 kg N ha™! 7,46a 7,.95a 6,96 a 6,05 a
A. brasilense + 60 kg N ha 7,50a 7,94a 749 a 5,75a
A. brasilense + 120 kg N ha™ 7,78 a 7,98a 7,81 a 6,92 a
UFSM-BD-31-06 + 0 kg N ha 7,17 a 6,83a 6,58 a 5,66 a
UFSM-BD-31-06 + 60 kg N ha' 7,46 a 7,87a 6,62 a 6,51 a
UFSM-BD-31-06 + 120 kg N ha™' 7,98 a 7,94a 8,11a 7,31 a
CV(%) = 9,72 8,40 10,84 22,36

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

Entre as populacdes avaliadas na terceira coleta, que ocorreu aos 120 DAS, em fase de
graos secos, ao considerar como fator de variacdo as diferentes inoculacdes, ndo se
verificaram diferencas para os meios NFb, JNFb e LGI. Para LGI-P, o tratamento sem
inoculacdo apresentou maior populagdo que os tratamentos com inoculagdo (Tabela 3). Tal
resultado pode ser explicado pela agressividade natural de isolados de Azospirillum, presentes
no inoculo utilizado, que podem ter reduzido a populagdo nativa relacionada a
Gluconacetobacter avaliada pelo meio LGI-P (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN,
2000).

Tabela 3 - Numero de bactérias (logy) relacionadas aos meios NFb, JNFb, LGl e LGI-P presentes em
raizes esterilizadas superficialmente de arroz irrigado IRGA-420, coletadas aos 120 DAS. Média de trés
repeticdes. Santa Maria, 2006.

Bactéria inoculada ~ NFb (UFC g ) JNFb (UEC g ) LGI (UFC g™ LGI-P (UFC g ™)
Sem inoculagdo 7,55a* 6,32a 7,91a 7,77a
A. brasilense 7,40a 6,36a 7,62a 6,86b
UFSM-BD-31-06 7,67a 7,12a 8,02a 7,02b
CV(%)= 6,07 17,39 5,63 8,60

* Médias seguidas da mesma letra na coluna no diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

Ao considerar as doses de N como fator de variagao, novamente foram as bactérias
diazotroficas relacionadas ao meio NFb quem apresentaram diferencas, com maiores
populacdes onde ndo houve aplicacdo de N, e uma possivel inibi¢do destas por doses de 60 e
120 kg ha™ (Tabela 4). Esses dados estdo de acordo com KIRCHHOF (1997), que observou
redu¢do do nimero de bactérias diazotroficas com aumento da dose de N mineral aplicado,

devido a inibi¢do da enzima nitrogenase pelo nitrogénio mineral disponivel.



Tabela 4 — NUmero de bactérias (logy) relacionadas aos meios NFb, JNFb, LGI e LGI-P presentes em
raizes esterilizadas superficialmente de arroz IRGA-420, coletadas aos 120 DAS. Média de trés repeticdes.
Santa Maria, 2006.

Dosede N (kgha')  NFb(UFCg™) JNFb (UFC g ™) LGI (UFCg™ LGI-P (UFCg™
0 7,99a 6,67a 7,85a 7,23a
60 7,34b 6,52a 791a 7,18a
120 7,28b 6,60a 7,78a 7,24a
CV (%)= 6,07 17,39 5,634 8,60

* Médias seguidas da mesma letra na coluna no diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

Comparando os diferentes tratamentos na terceira coleta, sem considerar as fontes de
variacdo, novamente nenhuma diferenca significativa foi observada entre as populagdes dos
diversos tratamentos (Tabela 5). A auséncia de diferencas significativas pode ser explicada,
mais uma vez, pelo fato de que as populagdes quantificadas neste experimento sdo endofitas,
e, portanto, estdo menos sujeitas a variacdes ambientais devido a protegdo que recebem no
interior dos tecidos vegetais trocando nutrientes e recebendo protecdo contra danos causados
pelo oxigénio ao complexo nitrogenase (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000).
Outra possibilidade ¢ que o meio aquatico em que cresce o arroz [IRGA-420 favoreceria a

disseminagdo e o equilibrio populacional das diferentes bactérias presentes.

Tabela 5 — Nimero de bactérias (logig) quantificadas em NFb, INFb, LGl e LGI- P presentes nas raizes do
arroz irrigado IRGA-420 aos 120 DAS. Média de trés repeticfes. Santa Maria, 2006.

Tratamentos NFb 1 JNFb 1 LGI 1 LGI —Pl‘
(UFCg) (UFCg') (UFCg) (UFCg')
Sem inoculacdo + 0 kg N ha’! T-1 7,89a* 6,08a 8,11a 7,33 a
Sem inoculagdo + 60 kg N ha T-2 7,12a 5,86a 7,86 a 8,23 a
Sem inoculagdo + 120 kg N ha T-3 7,65a 7,00a 7,76 a 7,76 a
A. brasilense + 0 kg N ha™ T-4 7,95a 6,53a 7,96 a 6,83 a
A. brasilense + 60 kg N ha'! T-5 6,92a 6,58a 7,69 a 6,60 a
A. brasilense + 120 kg N ha! T-6 7,32 a 5,98a 7,48 a 7,14 a
UFSM-BD-31-06 + 0 kg N ha™ T-7 8,15a 7,41a 7,75 a 7,53 a
UFSM-BD-31-06 + 60 kg N ha™' T-8 7,98 a 7,13a 8,19 a 6,87 a
UFSM-BD-31-016 +120 kg N ha T-9 6.88 2 6.83a 8.11a 6.81a
CV(%) = - 6,07 17,39 5,63 8,58

*M¢édias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

Quanto as variacdes populacionais entre as diferentes épocas de coleta de raizes
(Tabela 6), ndo houve interacdo época x tratamento, mas foram observadas diferengas entre as

épocas para todos os meios, exceto para NFb. Em meio JNFb houve queda populacional ao



fim do ciclo vegetativo das plantas. BODDEY et al (1986) inocularam 3 diferentes cepas de
A. brasilense em trigo e verificaram efeito semelhante, de redugdo de populagdes
diazotroficas de raizes esterilizadas em fim de ciclo, embora medissem a populagdo em meio

NFb.

Tabela 6 — Variagdes populacionais verificadas entre as diferentes épocas de coleta. Média de trés
repeticdes. Santa Maria, 2006.

Epoca NFb (UFC g ") JNFb (UFC g ™) LGI (UFCg™) LGI-P (UFC g ™)
40 DAP 7,45a% 7,29a 7,41b 5,84b
90 DAP 7,56a 7,51a 7,23b 6,30b
120 DAP 7,54a 6,60b 7,852 727a
CV(%)= 7,95 17,39 8,63 16,27

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

Quanto as populagdes avaliadas em meio LGI e LGI — P, estas aumentaram ao fim do
ciclo, o que pode ter ocorrido devido a disponibilidade de matéria organica em decomposi¢ao
pelas bactérias, no inicio da senescéncia da planta. RODRIGUES (2003) verificou
comportamento semelhante na populagdo de diazotrdéficos endofiticos em algumas cultivares
de arroz na fase de maturacdo completa dos graos.

BARRAQUIO et al. (1997) observaram que o nimero de diazotroficos endofiticos
atinge um maximo no florescimento ou proximo a este em alguns gendtipos de arroz. No
presente experimento, embora ndo significativos estatisticamente, verificaram-se pequenos
aumentos dos 40 DAS aos 90 DAS para populagdes quantificadas nos meios NFb, INFb e
LGI — P, mas quanto ao meio LGI houve comportamento diferente do esperado.

A observacao do comportamento das populacdes quantificadas em meio NFb, em
cada um dos tratamentos, revelou diferenga significativa apenas no tratamento T-7, onde o
arroz foi inoculado com o isolado UFSM-BD-31-06 e ndo houve adubagdo nitrogenada
(Tabela 7). Neste caso, houve aumento significativo da populagdo ao fim do ciclo da planta, o
que seria esperado para todos os grupos avaliados (RODRIGUES, 2003). E possivel que tenha
ocorrido uma interagdo entre o isolado inoculado e a planta, referente aos exsudatos
radiculares, pois conforme NEHL et al. (1996), os exsudatos radiculares sao determinantes de
quais microrganismos permanecerao na rizosfera e, conseqiientemente, colonizardo o interior

da raiz.



Tabela 7 - Variagdo da populacéo de bactérias diazotréficas (logye) quantificadas em NFb presentes nas
raizes do arroz irrigado IRGA-420 aos 40, 90 e 120 DAS. Médias de trés repeticdes. Santa Maria,
2005/2006.
Epoca T-1 T-2 T-3 T-4 T-5 T-6 T-7 T-8 T-9
40 DAS  8,24a* 7,76a 7,86a 7,21a 7,25a 7,08a 6,87b  7,56a  7,19a
90 DAS 7,98a 6,56a 8,11a 7,46a 7,50a 7,78a 7,17ab  7,46a  7,98a
120 DAS 7,89a 7,12a 7,65a 7,95a 6,92a 7,32a 8,152 798a  6,88a
CV(%)= 7,95
* Médias seguidas da mesma letra na coluna no diferem estatisticamente entre si (p< 0,05; teste Tukey).

Obs: T1: Sem inoculagio + 0 kg N ha™', T-2: Sem inoculagio + 60 kg N ha™, T-3: Sem inoculagdo + 120 kg N
ha, T-4: A. brasilense + 0 kg N ha', T-5: A. brasilense + 60 kg N ha', T-6: A. brasilense + 120 kg N ha™, T-7:
UFSM-BD-31-06 + 0 kg N ha™!, T-8: UFSM-BD-31-06 + 60 kg N ha™' e T-9: UFSM-BD-31-06 + 120 kg N ha™'

Quanto ao comportamento das populagdes quantificadas em meio JNFb, ndo houve
interagdo entre época de coleta e tratamento, ¢ ndo foi observada nenhuma alteracao
populacional significativa ao longo do ciclo da planta em nenhum dos tratamentos.
MUTHUKUMARASAMY et al. (2006) obtiveram resultados semelhantes ao inocular cana-
de-acucar com Gluconacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum sp. sob diferentes doses
de nitrogénio, onde verificaram que as populagdes dos microrganismos avaliadas ndo foram
afetadas pela fase de crescimento da planta.

Quanto ao comportamento das populagdes quantificadas em meio LGI (Tabela 8),
houve correlagdo significativa entre época de coleta e tratamento (r= 0,88; p< 0,05; n= 81).
Foi observada alteracdao populacional significativa e semelhante ao longo do ciclo da planta
nos tratamentos T-2 (Sem inoculagdo + 60 kg N ha™) e T8 (UFSM-BD-31-06 + 60 kg N ha™),
onde se observa uma queda pop