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RESUMO

ARAUJO, Antonio Edilson da SilvaCaracterizacdo e uso de bactérias diazotréficas
isoladas de diferentes cultivares de arroz origindas do estado do Maranh&o2008. 93p.
Tese (Doutorado em Fitotecnia, Agroecologia). tagii de Agronomia, Departamento de
Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio deila, Seropédica, RJ, 2008.

Diversos trabalhos tém mostrado que a cultura dozapode se beneficiar da
associacdo com bactérias diazotroficas. Entretanfoxacdo bioldgica de nitrogénio (FBN)
em arroz é dependente de uma interagdo complera &hfplantas, 0s microrganismos e o
ecossistema. Este trabalho teve como objetivo garaliar a contribuicio da FBN em
variedades tradicionais de arroz do estado do MamnComo objetivos especificos: a- isolar
e caracterizar bactérias diazotréficas nativas ale sultivado com arroz no estado do
Maranh&o; b- selecionar as bactérias mais efideqteanto ao acumulo de biomassa e
producao de graos; c- verificar se existe relacdicee FBN e o teor de proteinas nos graos.
Para o isolamento foi utilizada como “planta isaa’cultivares IR42 e Diamante e mais duas
variedades tradicionais de arroz do Maranhdo Zeland® e Manteiga, crescidas em
amostras de solo, provenientes de trés municiposaranhdo, sendo uma de terras altas
(Bacabal) e duas de area de baixada (Arari e ¥ithoi Mearim). Amostras de raizes, colmos
e folhas foram maceradas e inoculadas em meiosss#itids semi-seletivos, NFB, JNFB,
LGI, LGIP e JMV, sem adicdo de nitrogénio. Forantidds 304 isolados que foram
classificados morfologicamente como pertencentegsipciesAzospirillum amazonense
Azospirillum lipoferum Azospirillum brasilense Herbaspirillum spp. eBurkholderia spp.,
além de um grupo néo identificado. A diversidadeégjea dos isolados foi avaliada por meio
da amplificacdo da regido 16S DNAr por meio da&eata polimerase em cadeia (PCR) e da
digestdo dos produtos de amplificacdo com enzineasedtricdo (ARDRA). O perfil de
fragmentos de restricdo confirmou o género da naadws isolados, além disso, mostrou alta
diversidade, principalmente para os isolados bactes caracterizados morfologicamente
como Burkholderia. Isolados representantes dos diferentes grupos fdestados em
condi¢cdes gnotobidticas, em vasos e em campo, &redies variedades procedentes do
Maranh&o utilizando-se também duas cultivares coomirole. Foi observado que entre os
isolados testados, AR1122 Hierbaspirillumsp.e AR3122 deA. amazonensapresentaram
maior potencial para promover o crescimento dast@éae aumentar a producéo de graos na
cultura do arroz.

Palavras-chave:Fixacado bioldgica de nitrogénio, diversidade ngaoa, isolamento.



ABSTRACT

ARAUJO, Antonio Edilson da SilvaCharacterization and use of diazotrophic bacteria
isolated from different rice cultivars originated from Maranhdo State 2008. 93p. Thesis
(Doctor in Fitotecny, Agrobiology). Instituto de Agpnomia, Departamento de Fitotecnia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Selicp, RJ, 2008.

Several works have shown that rice crop can berigdin the association with
diazotrophic bacteria. However, the biological agien fixation (BNF) in rice is dependent of
a complex interaction among the plants, microorgrasi and the ecosystem. The general
objective of this work was to evaluate the contiiifru of BNF in varieties of rice originated
from the State of Maranh&o. The specific objectivese: a- To isolate and characterize
native diazotrophic bacteria originated from sailtivated with rice in Maranhao; b- to select
the most efficient bacteria in relation to dry reathccumulation and grain yield; c- to study
the relationship between FBN and the teor of pnstén the grains. For the isolation was used
two rice varieties (IR42 and Diamante) and two itradal rice varieties of Maranh&o (Zebu
Branco and Manteiga), grown in soil samples origidafrom three districts of Maranhé&o,
being one of high lands (Bacabal) and two of lowla@mea (Arari and Vitoria do Mearim).
Samples of roots, stems and leaves were groundidhaoulated in nitrogen free semisolid
semiselective media: NFB, JNFB, LGI, LGIP and JM\found 304 isolates were obtained
and classified as belonging to the spedesspirillumamazonenseAzospirillumlipoferum
and Azospirillumbrasilense Herbaspirillum spp. andBurkholderiaspp and a non identified
group that was clustered based only in the morgicdd characteristics. The genetic diversity
of the isolates was evaluated through the amplioaof 16S DNAr subunit using the
Polymerize Chain Reaction (PCR) technique and tmge®f the amplified products with
restriction enzymes (ARDRA). Restriction fragmentdfgles confirmed the identity of most of
the isolated and showed high diversity mainly foe tbacterial isolates characterized as
Burkholderia Isolates representative from the different grougse tested in gnotobiotic
conditions, in pots and in the field using differeice varieties originated from the Maranhao
State. Two other cultivars were used as controlsvals observed that among the isolates
tested, thé\zospirillumamazonens@R3122 andHerbaspirillumsp AR1122 howed potential
to promote growth of rice plants and to increagegtain yield of this crop.

Keys words: Biological nitrogen fixation, Microbial diversitysolation
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Arroz: Importancia Econémica

O géneroOryza pertence a familia Poaceae (gramineae) e englebm de 23
espécies. Duas formas silvestres sao apontadagenatura como precursoras do arroz
cultivado: a espéci®ryza rufipogon procedente da Asia, originando a espéigra sativa
e a espéci®ryza barthii(= Oryza breviligulat, derivada da Africa Ocidental, dando origem
a especieOryza glaberrima A espécieO. glaberrima caracteriza-se por nao apresentar
ramificagbes na panicula, pericarpo vermelho eldggmais curtas. Ja a espéC@e sativa
caracteriza-se por apresentar ramificacbes sedasddas paniculas, espiguetas persistentes
no pedicelo e ligulas com até 10 mm de comprim@EREIRA, 2002).

A espécieO. sativa,devido a sua grande aceitacdo como alimento perdsu pelo
mundo todo, e é considerada uma espécie polifigésultante do cruzamento de formas
espontaneas variadas. Ao longo do tempo, foraminglognameros tipos geneticamente
divergentes que foram se adaptando as mais variaaicoes agroecoldgicas. Atualmente
esta espécie encontra-se subdividida em trés sédespndica, japonica e javanica
(PEREIRA, 2002).

O arroz Qryza satival.) € o principal alimento para mais da metade olufacao
mundial (YOKOYAMA et al., 1999). E o segundo ceremhis consumido no mundo,
atendendo a grande parte da necessidade protéatéariea da populacédo (DE DATTA et al.,
1987). Atualmente, cerca de 90% do volume mundiatedcereal é produzido e consumido
na Asia. E considerado pela FABopd and Agriculture Organization of the United Nab)
como o alimento mais importante para a seguramgeeadar do mundo, por ser uma cultura
muito rustica e adaptada as mais diversas condiede®climaticas. E o Unico cereal que
pode ser cultivado em solos inundados, sendo cenagld a espécie com maior potencial de
aumento de producéo para o combate da fome no mhgl disso, contem um excelente
balanceamento nutricional, e pode fornecer 20%ngagéa e 15% das proteinas necessarias
ao homem e se destaca pela sua facil digestao.

O Brasil se destaca como o principal produtor dezaentre os paises ocidentais.
Apesar das reducdes de producdo em algumas safastimos anos, devido as adversidades
climéticas, a producéo brasileira de arroz vemsgmando uma tendéncia de crescimento,
em funcéo, principalmente, do constante incremelgoprodutividade (FAO, 2006). De
acordo com dados da CONAB (2008), na safra 2006f07arroz foi plantado em
aproximadamente 2.976 milhdes de hectares no paiduzindo cerca de 11,1 milhdes de
toneladas com uma produtividade média de 3.865gpibr hectare.

Durante muitos anos o Brasil foi um pais exportatioarroz, na década de 80 passou
a importar pequenas quantidades e, a partir de, $830rnou um dos principais importadores
deste cereal, importando principalmente do Urugudia Argentina, que responderam por
cerca de 85 a 90% das importacBes brasileiras (EMBR 2007). Nos ultimos anos, o
consumo brasileiro de arroz vem aumentando numoribem inferior ao crescimento da
producao devido a uma gradual redugcéo do conganoapitado cereal, como consequéncia
de uma série de modificacdes nos padrdes e haetasnsumo de alimentos da populacao
brasileira. No entanto, CASSUCE et al. (2006) emtdd a oferta e a demanda de produtos
agricolas no Brasil e considerando trés cenarios@uicos entre 2008 e 2012, observaram
gue a demanda de arroz sera maior que a oferta pessdo.



1.2 O Arroz no Estado do Maranhao

O arroz € uma das plantas cultivadas mais antigasndndo, e sua historia se
confunde com a propria trajetéria humana. Origméo sudeste da Asia foi, provavelmente,
a primeira planta cultivada na Asia. O arroz sepefisou pelo mundo inteiro. Foram,
provavelmente, os portugueses que introduziram eseseal na Africa Ocidental, e os
espanhdis, os responsaveis pela sua disseminag@on@icas (EMBRAPA, 2007).

No Brasil, a histéria do arroz remonta a época ekcdbrimento, entretanto, naquela
época ja ocorriam no pais algumas espécies sigestio Maranhao, a introducdo do arroz
ocorreu no século XVII. Entretanto ndo é possigaleterminar com precisao o0 ano em que o
arroz foi introduzido no Maranhdo. Neste estad@rmmz vermelho foi a Unica variedade
cultivada até 1766 quando foi substituida pelozabranco da Carolina. Entre os anos de
1768 e 1777, o arroz era 0 unico cereal exportadio Prasil, sendo o Maranhdo o maior
produtor colonial (PEREIRA, 2002). Até o final décsllo XIX, a producdo de arroz no
estado sofreu oscilagbes. A partir da primeira deetdo século XX, houve uma elevacao na
producdo do arroz e em 1945 o Maranh&o era o nstaal@ maior produtor (PEREIRA,
2002). As regides mais produtoras eram a Baixadamh@nse e na regido de Bacabal, onde
o cultivo era realizado por pequenos produtoreslkados pelas inUmeras rocas na regiao
(CANEDO, 1993). De 1945 até 1982, a cultura do zam@perimentou um crescimento
constante e atingiu seu apice em 1982, com a e&pates fronteira agricola do Estado por
meio da abertura de areas agricolas ao Sul. Neat&do, o Maranhao foi o terceiro maior
produtor, perdendo somente para o Rio Grande de Bata Goias. Porém, a partir deste ano,
as areas tradicionais de cultivo de arroz nos vdtes principais rios, além da baixada
maranhense foram sendo substituidas pela pecudviaab passando a cultura do arroz a
ocupar areas marginais (PEREIRA, 2002).

Ha 20 anos, a producédo de arroz no Maranh&o vemuimdo a uma taxa de 2,7% ao
ano (MENDEZ DEL VILLAR et al.,, 2001). Segundo dadda Compania Nacional de
Abastecimento (CONAB), na safra 2006/07, com a is@gumaior area plantada do pais, o
Maranh@o ocupa a quarta posicao entre os maiooesitfores de arroz do pais, atrds do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Mato Grosso. Aupiradade de arroz no Maranh&o foi
sempre considerada muito baixa, atualmente em wenb.390 kg Hh (CONAB, 2008). A
baixa produtividade € atribuida ao fato do arraz weduzido por pequenos agricultores,
cujas propriedades rurais, cerca de 85%, tém meeaok00 hectares. 52% da producéo €&
oriunda de lavouras destas propriedades que téno ocwemacteristica um forte auto-
abastecimento e baixo emprego de tecnologia, aridia técnicas rudimentares de cultivo, a
chamada roca em toco, sem preparo do solo nem gulliENDEZ DEL VILLAR et al.,
2001).

Os ecossistemas de cultivo de arroz no Brasil ett&sificados em “de varzea” e “de
terras altas”, os quais, se subdividem em: a)msestierigado por inundagéo; b) sistema com
irrigacdo nao controlada; c) sistema de varzea a@ngpsistema de sequeiro tradicional; e, e)
sistema de sequeiro sob irrigacdo suplementar guerséo (GUIMARAES e SANTANA,
1999). Dentre estes sistemas, 0 sistema irrigadinpadacéo, predominante nos estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, respondem@$érda producdo nacional, embora nao
seja 0 que ocupa a maior area plantada no paisolroy lado, o sistema de sequeiro
tradicional, caracterizado pela total dependéneiadgua das chuvas, ocupa a maior area
anualmente plantada com arroz no pais, no entémto,menor expressdo em termos de
volume de producdo (PEREIRA, 2002).

No Maranhao se encontram todos os sistemas dea;ultd centro-norte predomina a
roga no toco, sistema de sequeiro tradicional, @yeaticado pela maioria dos pequenos
produtores. Na microrregido baixada maranhensdyéanse encontra, em menor escala, o
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cultivo do arroz em sistema irrigado, possuindmeisgdes de produtores que utilizam méao-
de-obra familiar e também médios produtores. Ogosude producdo mais elevados séo
compensados pela maior produtividade e preco desrmpatizacdo mais alto. A colheita &
mecanizada ou manual, dependendo da extensao plagade (MENDEZ DEL VILLAR et
al., 2001).

J& no Sul do Maranhd@o, em algumas fazendas o sisienproducédo se assemelha
mais ao do Centro-Oeste do pais. Sdo extensas @leedadas, 80 a 3.500 ha, com uso
intensivo de tecnologia e macanizacdo em todass&s fdo cultivo e pos-colheita, tratores,
implementos, colheitadeiras, secadores, varieddg@saior aceitacdo pelo mercado e grande
utilizacdo de insumos. A producgdo atende ao merlzdd e, também € vendida para outros
estados (MENDEZ DEL VILLAR et al., 2001).

No Maranhdo, as cultivares utilizadas variam segumdipo de cultivo. Os grandes
produtores utilizam cultivares com grdos do tipowglm que as mesmas cultivares
recomendadas para o Centro Oeste que tem melhibacdice pelo mercado consumidor e
adquirem suas sementes no Mato Grosso e Goias gssétipos ndo sao obrigatoriamente
adaptados as condi¢des técnicas e nem as condigdesercado local, enquanto que o0s
pequenos produtores geralmente utilizam as semeridazidas na safra anterior.

Os pequenos produtores, que nédo utilizam mecamzat@ntam variedades comuns
da regido que apresentam graos redondos e curg@d® mudar o costume de reutilizar as
sementes do ano anterior, o governo do estado tenprado variedades testadas pela
pesquisa dos estados de Mato Grosso e Goias. MMotenessas cultivares se mostraram
inadequadas as condi¢des de cultivo, pois necesdidertilizantes que ndo sdo usados pelos
pequenos produtores o que resulta em rendimentds baixos. Além disso, as plantas de
menor porte dificultam a colheita manual (MENDEZID¥ILLAR et al., 2001). Em funcéo
do costume do agricultor de guardar sua proprieesmno estado do Maranhao se encontra
0 maior nimero de variedades tradicionais de atooBrasil. Essas variedades, conservadas
pelo agricultor tradicional, geracdo apds gerag@presentam um patrimodnio genético de
importancia fundamental para o futuro do melhordmema cultura do arroz
(FONSECA et al., 1982).

1.3 Diversidade de Bactérias Diazotréficas Assodas as Plantas de Arroz

Uma diversa comunidade de bactérias fixadoras ttegénio tem sido isolada de
plantas de arroz, principalmente, aquelas perté@sernaos génerosAzospirillum
Herbaspirillum e Burkholderia(BALDANI e DOBEREINER, 1980; BALDANI et al., 1986,
2000; ENGELHARD et al., 2000). Outros géneros b@tes, embora menos comuns, tém
sido constatados em associacdo com plantas de tarsogomoClostridium (KENNEDY e
TCHAN, 1992),Azotobacte KAMUNGO et al., 1997)Azoarcus, Klebsiella, Sphingomonas
e Azorhizobium(ENGELHARD et al., 2000)Corynebacterium flavescereBacillus pumilus
(BACILIO-JIMENEZ et al., 2001) Serratia marcescenéGYANESHWAR et al, 2001) e
Gluconacetobacter diazotrophic8IUTHUKUMARASAMY et al., 2005).

As bactérias que colonizam plantas ndo leguminpsaem ser divididas em trés
grupos: bactérias de rizosfera e de vida livre, qudui todos os microrganismos que
colonizam as raizes superficialmente, tais corAaptobacter, Beijerinckia, Derxiae
Paenebacillus bactérias associativas, capazes de colonizaaiassrexterna e internamente
que sao as do géneAxospirillum e, bactérias endofiticas, que colonizam o intedios
tecidos das raizes e da parte aérea e que naarc@usmlizo visivel nas plantas que sao,
Herbaspirillum, Gluconacetobacter, Azoarce®urkholderia(BALDANI et al., 1997). Em
geral a diversidade de bactérias encontrada nafgli@es no interior das raizes de arroz é
maior do que aquela do nao rizosférico devido a waréedade de compostos organicos
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liberados pelas raizes que podem ser utilizadosocdomte de energia e carbono
(MUTHUKUMARASAMY et al., 2007).

Nos sistemas agricolas, as bactérias de vidadawmdimitadas pela disponibilidade de
fontes de carbono no solo. MUTHUKUMARASAMY et al2007) observaram que a
aplicacdo continua de matéria organica em solovedib com arroz, aumenta a populacao de
bactéias diazotréficas no solo, além de reduzifeticeinibitorio da aplicacdo de altas doses
de nitrogénio no solo na populacédo destas bacté@edita-se que bactérias diazotroficas
endofiticas por ndo sofrerem limitagdo de subs&@ndcas em carbono, estarem livres de
competicdo com outros microrganismos e poderemsfgen mais eficientemente os
compostos nitrogenados produzidos, possam ser n&Speis por disponibilizar uma
quantidade significativa de nitrogénio fixado pargplanta (BALDANI et al., 2002). A
associagao de bactérias endofiticas com arroz esg#zifaca e a dentro dos tecidos vegetal €
baixa (MALARVIZHI e LADHA, 1999). Dentre essas béadas as mais estudadas para a
cultura de arroz sédzospirillumspp.,Herbaspirillumspp. eBurkholderiaspp.

1.3.1 O génerdAzospirillum

Bactérias do géner@dzospirillum sdo heterotroficas capazes de fixar nitrogénio
atmosférico. Dentre as bactérias diazotroficas asgéneroAzospirillum sdo as mais
estudadas, as espécies desse género sao do tipeebasnovel, aerébicas heterotroficas que
fixam nitrogénio em condicbes microaerofilicas (KMBRDY et al., 2004). Nove espécies
estdo atualmente descritaszospirillum largimobile Azospirillum  lipoferum Azospirillum
brasilense Azospirillum amazonensézospirillum halopraeferansAzospirillum irakense
Azospirillum doebereinerae, Azospirillum oryzae, o#arillum melinis, Azospirillum
canadense(DOBEREINER et al., 1995; XIE e YOKOTA, 2005; PEN& al., 2006;
MEHNAZ et al, 2007). Sdo usualmente considerad#@osféricas, colonizando
predominantemente a superficie das raizes, sendoalpumas estirpes sdo capazes de
infectar e colonizar o interior dos tecidos de waiitereais (BALDANI et al.,, 1997). A
distribuicdo ecologica dézospirillum spp. é ampla podendo ser encontrada colonizando
plantas em todo o mundo, tanto em clima tropicantp em clima temperado (PATRIQUIN
et al., 1983).

Bactérias pertencentes ao génfmmspirillum apresentam motilidade e quimiotaxia
para &cidos orgéanicos, agucares, aminoacidos e astag aromaticos bem como para
exudados de raizes, o que torna essas bactéraxesage se mover para condicdes favoraveis
de nutrientes na rizosfera da planta, onde se iseamafdos exudados da planta como fonte de
carbono e energia para multiplicacdo e colonizacio planta (STEENHOUDT e
VANDERLEYDEN, 2000). Dentre as espéciesAmspirillum,A. lipoferum,e A. brasilense
sdo as mais estudadas, e as que tém sido isoladag @ da parte aérea de plantas de arroz
(JAMES, 2000).

1.3.2 O génerdderbaspirillum

Bactérias do génenderbaspirillumséo bastonetes curvos, gram negativas, em forma
de espiral, geralmente vibroides, algumas vezesdmddhis. Em placas de meio JNFB as
coldénias séo inicialmente pequenas e brancas, ndorse azulada no centro apdés uma
semana de incubacdo. Membro da subdiviatas Proteobactérias, estes organismos séo
aerdbios, ndo fermentam agucares e fixam nitrogémicondic6es microaerofilicas e foram
primeiramente isoladas de milho, arroz e sorgo (BANI et al., 1986). Posteriormente
foram também isoladas de outras gramineas (OLIVARESI. 1996, JAMES, 2000) e de
plantas ndo leguminosas, como abacaxizeiros e baasr{CRUZ et al., 2001). Bactérias do
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géneroHerbaspirillum apresentam baixa capacidade de sobrevivéncialoprém podendo
ser re-isoladas do solo apos 30 dias, confirmandmatureza endofitica, no entanto, podem
permanecer no solo em um estado de laténcia, rdengo ser cultivadas em meio de cultura
(OLIVARES et al., 1996). Este género possui noyeies descritas, sendo que, apdthas
seropedicae, H. rubrisubalbicans e H. frisingerfseam nitrogénio em associacdo com
plantas ndo leguminosas

1.3.3 O génerdurkholderia

O géneraBurkholderiacompreende mais de 50 espécies, sendo que poeleassdo
capazes de fixar nitrogénio coniurkholderia viethnamiensis Burkholderia kururiensis,
Burkholderiatuberum, Burkholderigghynatum Burkholderiatropica, Burkholderiaunamae
Burkholderia xenovoran®8urkholderiaphytofirmanse Burkholderiaterrae (ESTRADA-DE
LOS SANTOS et al., 2001; VANDAMME et al., 2002; FEJUNIOR et al., 2004). O género
Burkholderiaapresenta caracteristicas endofiticas, apresergha alistribuicdo geografica e
coloniza diversas plantas como arroz, cana-de-a¢8oego, milho, trigoB. viethamiensis
foi isolada da rizosfera de raizes de plantas e aultivadas no Vietna e é, provavelmente,
a espécie predominante entre as espécieBudeholderiaem arroz. RODRIGUES et al.
(2006) observaram maior numero de bactérias disfads endofiticas, do género
Burkholderiado que do génerblerbaspirillumisoladas de duas variedades de arroz, IR42 e
IAC4440,sendo que B. vietnamiensifoi a espécie predominante.

1.4 Colonizacao e Estabelecimento Endofitico de &arias Diazotroficas em Arroz

A infeccdo das raizes por bactérias diazotréficasn@ condicdo essencial para o
estabelecimento de uma associacdo eficiente eathieaetérias e as plantas hospedeiras.
Conhecimentos basicos em colonizacéo das raizes petrorganismos sao importantes para
manipular a microflora da raiz com o objetivo déeolbeneficios para a cultura, ja que estes
beneficios dependem de uma colonizacdo efetivac¢ab e estabelecimento das bactérias
nos tecidos das plantas e expressao de genes (JAVHLS2002; RONCATO-MACCARI et
al., 2003b).

Bactérias diazotréficas tém a capacidade de infectalonizar plantas de arroz e se
estabelecer nos espagos intercelures do  cortex,em&il e  aerénquima
(KENNEDY et al., 2004). A infeccao e colonizacas gdantas € um processo dinamico que
envolve a movimentacéo das bactérias em direcdngahospedeira, sua adesao a superficie
das plantas e posterior penetracdo e multiplicagdoseu interior (STEENHOUDT e
VANDERLEYDEN, 2000).

A movimentacdo dos microrganismos em direcdo aggadcorre quando existe um
reconhecimento quimico, quimiotaxia. Inicialmentme uma adsorcdo reversivel, e em
seguida uma ancoramento irreversivel, controlado ppoteinas extracelulares de origem
bacteriana. Esta etapa € comandada por sinais uteies emitidos pelas raizes da planta
hospedeira, e a sobrevivéncia do microrganismo raepele fatores bidticos e abidticos
(DOBBELAERE et al., 2003).

Progressos consideraveis foram alcancados nososltmos, no sentido de determinar
como as bactérias diazotréficas invadem os teddeglantas. Porém, os exatos mecanismos
como estas bactérias interagem com as plantas m#ittdsdo completamente entendidos, pois
bactérias diazotréficas ndo simbidnticas apresemntaia grande diversidade genética, o que
reflete em uma larga gama de habitats onde elasnpagker encontradas. Além disso,
apresentam mecanismos especificos de interacdas@hantas, o que limita o conhecimento
destas interacfes principalmente em funcao dautifide em estudar um grande ndamero de
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estirpes interagindo com diversos genotipos detgga(AMES, 2000; KENNEDY et al.,
2004). Os possiveis sitios de infeccao por bastélimzotréficas em plantas de arroz séo por
meio de feridas na epiderme devido a abrazdo csotoodurante o crescimento radicular, por
fissuras causadas durante a emergéncia das rateesid, entre os pelos radiculares e as
células da epiderme e processos enzimaticos emdauvdegradacdo das paredes celulares
(BALDANI, 1996; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000; BBILIO-JIMENEZ et al.,
2001).

1.4.1 Colonizacao poAzospirillum spp.

O processo de colonizacao inicia-se pelo ancoramdss bactérias a superficie das
plantas por meio de um material fibrilar. Os sifosnarios de colonizagdo sédo os pontos de
emergéncia das raizes laterais e a zona de formdgéapelos radiculares (BACILIO-
JIMENEZ et al., 2001), ocorrendo a formac&o de paga agregados de células bacterianas
na superficie destes pontos.

Azospirillumspp. tem sido considerada uma bactéria que colgnrinaipalmente a
rizosfera (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). No anto, pode colonizar os
espacos intercelulares das células da epidermecértbx radicular, parénquima, aerénquima,
0 sistema vascular e interior dos pélos radiculéfer) et al., 2002; FENG et al., 2004). A
colonizagdo de plantas pézospirillumé um processo dependente da estirpe e da planta
hospedeira (BACILIO-JIMENEZ et al., 2001; MOSTAJER/et al., 2007). Utilizando a
fus@o de genes que codificam proteina verde flaergs (gfp) para visualizar a colonizacao
de raizes de arroz pév. irakensee A. brasilense ZHU et al. (2002) observaram que estas
duas espécies diferem quanto a modo de colonizéE@aizes de arroz, durante 0s primeiros
estagios da associacao planta bactéria, a col@uzaqrA. irakensee muito mais rapida do
que porA. brasilense Em trigo, foi constatado que a Sp7 Alebrasilense fica restrita a
superficie das raizes enquanto que a estirpe Smpdidniza o interior das raizes
(ROTHBALLER et al., 2003).

MOSTAJERAN et al. (2007) observaram que a paredealaceexerce uma funcéo
importante na interacdo da planta com a bactégaeeo processo de infec¢do e colonizacao
de plantas de trigo pok. brasilensepode envolver enzimas que degradam polimemos da
parede celular. Apos a infeccéo e colonizacdoaiass de arroZ. brasilensanigram para a
bainha das folhas e para as folhas, provavelmegite gspaco intercelular e pelo sistema
vascular de modo silmultaneo conforme relatadd4BNMG et al. (2004).

1.4.2 Colonizacao poHerbaspirillum spp.

A colonizacéo de plantas de arroz plarbaspirillumspp. ocorre através da adeséo da
bactéria & superficie da planta, seguida de pra{if® nos pontos de emergéncia das raizes
secundarias e ferimentos na superficie da raizadagsdevido a abrazdo com o solo durante o
crescimento radicular. Uma vez no interior da @anbs microrganismos colonizam
inicialmente as células da epiderme onde as bastée multiplicam e entram pelos espacos
intercelulares colonizando a raiz e os tecidos ddepaérea (BALDANI et al., 1997;
RONCATO-MACCARI et al., 2003b). Quanto ao estabieento endofitico, estas bactérias
se localizam principalmente nos espacos interaelsjanas células mortas, nas vesiculas do
xilema e no aerénquima (JAMES et al., 2002).

BALDANI (1996) utilizando as técnicas de microsaopitica e eletrbnica observou
Herbaspirillumspp. colonizando os espacos intercelulares dassrdiz arroz, localizando-se
principalmente nos espacos intercelulares da cardadeélulas, imediatamente abaixo da
epiderme e raramente presente no interior dasaseldd cértex. Ja ELBELTAGY et al.
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(2001) observaram que esta bactéria ndo coloniragizae, sim a parte aérea da planta
hospedeira, colonizando preferencialmente o apptiss tecidos da parte aérea das plantas
e nao entra nos tecidos vasculares. Segundo RONEGWAOCARI et al. (2003b) a
colonizagdo de plantas de arroz pbrseropedicascorre em trés estagios. No primeiro, as
bactérias colonizam a superficie das raizes, onslegoaracteriza-se pela infeccdo do tecido
cortical e o terceiro pela colonizagéo do tecidscuéar. No entanto, a habilidade de infectar e
colonizar plantas de arroz ndo € um processo galvepara todas as estirpes de
Herbaspirillumspp., depende da estipe e do gendtipo da plaktaH3S et al., 2002).

JAMES et al. (2002) estudando a infeccéo e colgazale duas variedades de arroz,
IR42 e IR72, conH. seropedicaeestipe ZAE67, observaram que esta bactéria sepiiaat
na zona de emergéncia das raizes laterais e depomvem para os tecidos mais internos,
colonizando rapidamente o espaco intercelularngeiéha e xilema da raiz e da parte aérea
das duas cultivaresierbaspirillumcoloniza tecidos jovens, antes da diferenciagégerindo
que esta bactéria aparece na parte area das paftasspaco intercelular e que a motilidade
e a producao de pectinases e celulases poderarasilvida neste processo de distribuicéo
das bactérias pelos tecidos da planta (ELBELTAG4let2001). Nao h& diferenca entre as
estirpes as Nif e Nif ~ de H. seropedicagjuanto a habilidade de infe¢do e colonizacdo de
plantulas de arroz, havendo similaridade no tamatdn@opulagdo das duas estirpes nos
tercidos da planta, indicando que a colonizacdoén@ssencial para a fixacdo biologica de
nitrogénio (RONCATO-MACCARI et al., 2003a).

1.4.3 Colonizacao poBurkholderia spp.

A distribuicdo ecoldgica deste género tem sido onaegtudada. No entanto, poucos
estudos foram realizados no sentido de entendepcesso de infeccdo e colonizacdo de
plantas por estas bactérias. Resultados prelinsnadicam que o processo de infeccdo e
colonizacédo das plantas de arroz por estirpe8ut&holderia ocorre primeiramente pela
colonizacéo da superficie da raiz e em seguida ewats células pelos espacos intercelulares
através de fendas na epiderme, particularment@aorass de emergéncia de raiz secundaria
(BALDANI et al. 1997). A estirpe M209 dB. brasilensigsambém infecta os estématos dos
foliolos de plantulas de arroz (SILVA et al., 2000)

1.4.4 Colonizagao poAzoarcus spp.

Até recentemente, as bactérias do géemarcustinham sido isoladas somente das
raizes e base do colmo da espd€adlar grass (Leptochloa fuscaem solos salinos no
Paquistdo (REINHOLD-HUREK e HUREK, 1998). Entretantestudos em condi¢des
gnotobidticas, mostraram que esta bactéria coldaimdém plantas de arroz (HUREK et al.,
1994; REINHOLD-HUREK e HUREK, 1998Azoarcusspp. expressa dois tipos de enzimas
celuloliticas (exo e endo glucanase) e estas eszpudem estar envolvidas no processo de
infeccdo e colonizagéo em raizes<dgrass(REINHOLD-HUREK et al., 1993).

A infeccdo emK. grass e arroz ocorre pela ponta das raizes e nos pa#os
emergéncia das raizes laterais, entrando no xileBsie processo de infeccdo é
provavelmente um processo ativo que envolve atiddde enzimas que degradam os
polimeros da parede celular, sendo que, dois tiposnzimas celuloliticas foram detectadas
emAzoarcuREINHOLD-HUREK et al., 1993). Quanto ao estabetemmto endofitico, esta
bactéria se localiza principalmente no parénquimza® vesiculas do xilema (HUREK e
REINHOLD-HUREK, 2003). A descoberta dezoarcusspp. em células do parénquima e
vesiculas do xilema, ei. grasse arroz, sugere que a dispersao desta bacténmenior das
plantas ocorre provavelmente pelo sistema vas@HIdREK et al., 1994).



1.4.5 Colonizacao poRizobium spp.

Foi observado qu&hizobium leguminosaraiv trifolli desenvolve uma associacao
natural com plantas de arroz em campos de prodieste cereal no delta do Nilo no Egito.
No Oeste da AfricaBradyrhizobiumspp. tem sido encontrado colonizando plantas de arr
irrigado (CHAINTREUIL et al., 2000) é&zorhizobium caulinodanambém foi isolado de
raizes de arroz (ENGELHARD et al., 2000). SINGHlet(2006) mostraram que estirpes de
rizobio infectam e colonizam os espacos intercedglale raiz de arroz usando uma fuséo
gusA como gene reporter. A infeccdo das raizes de arcorre por ferimentos na raiz e por
fissuras criadas durante a emergéncia de raizrsiaté independente de fatores Nod, néo
especifica, embora exista diferenca na interacdie exs estirpes com as plantas, e néo
envolve a formagéo do corddo de infeccdo (REDD#¥1.et1997). Também, WALKER et al.
(2007) observaram que estirpes Rayzobiumspp. infectam raizes de arroz via pélos
radiculares, zona de emergéncia das raizes latecal®nizam extensamente raizes.

1.5 Fixacao Biologica de Nitrogénio Atmosférico @N) em Arroz

Diversos trabalhos tém mostrado que a cultura dozapode se beneficiar da
associacdo com bactérias diazotréficas, obtendoifisafiva contribuicdo do nitrogénio
fixado biologicamente (SHRESTHA e LADHA, 1996; BAKDII et al., 2000). No entanto,
para JAMES (2000) é impossivel dizer com certezsssfeitos observados com a inoculacao
de uma bactéria diazotréfica em arroz sdo devifigagdo ou a outro fator. Como efeitos
hormonais, aumentando a capacidade da planta idér éktdo solo em funcdo do aumento do
sistema radicular, e/ou em funcéo de alteracdo @buolismo da planta pela atividade da
enzima nitrato redutase da bactéria.

RONCATO-MACCARI et al. (2003a) estudando a contigho da fixacdo de
nitrogénio para o crescimento de plantulas de ar86zdias apds a inoculacdo cdth
seropedicaeom estirpes Nif e Nif -, observaram aumento similar na producéo de bianass
da parte aérea e da raiz das plantulas inoculamlasambas as estirpes. Assim, 0s autores
sugeriram que os efeitos observados com a inoaulagd bactérias diazotroficas no
crescimento de plantas podem ser parcialmente émdieptes da fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN), envolvendo outros fatores de proéo de crescimento de plantas.

Os exatos mecanismos envolvidos na promoc¢éo daimr@sto de plantas ndo sao
bem conhecidos. No entanto, acredita-se que erangst naturais podem ocorrer tanto
mecanismos de acdo direta quanto indireta. Comm@redos primeiros, pode-se citar a
FBN, producdo de substancias promotoras do crestim#e plantas e solubilizacdo de
fosfatos. J& para os de acgdo indireta tem sidorisioga inducdo de resisténcia sistémica,
producao de siderdforos, diminuicdo de fatoresstiesse e antagonismo a fitopatdogenos seja
por competicdo por nutrientes ou exclusdo por netmlégico quando estes microganismo
possuem mecanismos comuns para infeccdo dos tevalpetais (CHEN et al., 1995;
OLIVEIRA et al., 2003).

1.6 Fatores que Influenciam a Fixacao Biologica dditrogénio na Cultura do Arroz

Nos ecossistemas naturais ocorrem diversas bactixadoras de nitrogénio ¢N
desde as de vida livre no solo, aquelas de rizmasé®mo também as consideradas bactérias
endofiticas, que colonizam o interior dos tecidas dlantas, em associacdo com uma vasta
gama de plantas ndo leguminosas (BALDANI e BALDARDQS5). Dentre estas, acredita-se
gue as bactérias endofiticas possuam maior potgraria a FBN devido a habilidade de se
localizarem em espacos inter e intra-celularespaado nichos onde ha menor influéncia de
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fatores ambientais, menor competicdo com outrosomganismos por compostos organicos e
com baixa difusdo de oxigénio (BALDANI et al., 199® incremento na producdo de graos,
devido a fixacéo biologica de nitrogénio em arsgensivel a fatores quimicos, bioldgicos e
ambientais, ou seja, é dependente de uma interaQéwplexa entre as plantas, 0s
microrganismos e o ecossistema (RAO et al., 19983im o conhecimento do gendtipo da
planta e do microrganismo envolvido na promocaocscimento vegetal € de extrema
importancia, além da interacdo com a comunidadeofn@na do solo.

Em arroz, é comum se observar diferenca na FBNe evdr gendétipos avaliados
(SHRESTHA e LADHA, 1996; BALDANI et al., 2000), segndo que a associacao entre as
plantas e as bactérias fixadoras é controlada piasas. Também, RETHATI et.4R000)
estudando a associacao de cultivares de arroZAcbnasilensee H. seropedicasmbservaram
que a inoculacdo de ambas as bactérias aument@ssardas raizes das plantas e que este
efeito benéfico € altamente dependente da cultM&HNAZ et al. (2001) quantificando a
fixacdo biolégica de nitrogénio por meio da técniteadiluicdo isotépica dO°N em duas
variedades de arroz inoculadas com diferentespestide duas espécies de bactérias,
observaram que houve interagdo entre as variegaaedactérias inoculadas.

A forma de inoculacdo de bactérias diazotroficas @amoz pode influenciar os
resultados obtidos, no entanto, poucos traballmsido realizados no sentido de aprimorar o
processo de inoculacdo. Inoculacdo € a uma tégueaonsiste em colocar as sementes ou as
plantulas em contato com as bactérias e inocutanteeiculo que contém estas bactérias. O
veiculo mais utilizado é a turfa, mas inoculantquilo também tem sido estudado
principalmente para inoculagédo em plantulas.

Segundo ISLAM e BORA (1998)zospirillumpode ser inoculado por trés métodos:
a) imersédo das sementes em suspensdo bacteriaalgymos minutos, seguida por secagem a
sombra por duas a quatro horas; b) mergulhar assraie plantulas de arroz em suspensao
bacteriana por alguns minutos antes do transplanty aplicar a suspensdo bacteriana na
rizosfera das plantas. O envolvimento das semesdes turfa também € uma forma de
inoculacdo utilizada para bactérias diazotroficam arroz (FEREIRA et al.,, 2003,
GUIMARAES et al., 2003).

FEREIRA et al. (2003), selecionando veiculos parepg@o de inoculante com
bactérias diazotroficas, observaram que o calddebano mantém por pouco tempo a
sobrevivéncia das células, o inoculante oleosoudifh a germinacdo das sementes, sendo que
0 mais promissor é a turfa. Outras formas de iraméd utilizadas sdo a inoculacdo de
plantula em meio de cultura (BALDANI et al. 2000DRCATO-MACCARI et al., 2003a).

A forma de infeccdo e colonizagcdo das plantas pgmdatérias diazotréficas também
influencia os beneficios que a planta pode teradassociacdo. Quando a infec¢do ocorre de
forma mais agressiva, estimula uma resposta dealdfeplanta a esta invaséo, tendo reflexos
negativos no crescimento das plantas. JAMES et(2802) estudando a infeccdo e
colonizacéo de duas variedades de arroz ldoseropedicaeestirpe ZAE67, observaram que
esta bactéria entra por ferimentos na zona de émeaey das raizes laterais e coloniza
rapidamente o espaco intercelular. Os autores \wdrsen diferenca no grau de infeccdo. Na
cultivar IR72 o processo de invasédo envolveu umdganimero de bactérias colonizando a
zona de emergéncia das raizes secundarias, jadtivarcliR42 a invasao foi menos agressiva.
A colonizacado agressiva, na cultivar IR72 provooma resposta defensiva da planta.

STOLTZFUS et al. (1997) observaram que entre isaaghdofiticos, inoculados em
plantas de arroz, certos isolados se apresentasdonizando as plantas de forma mais
agressiva, sendo que, esta colonizacédo agresswa®eno consequéncia o retardamento do
crescimento das plantas. Também RETHATI et al. 20f8bservaram em cultivares de arroz,
inoculadas com\. brasilensee H. seropedicaajue o efeito benéfico da inoculacdo com estas
bactérias estava associado a um numero pequeractiiis nos tecidos das plantas. Embora
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uma alta colonizacdo d&. brasilensetenha sido bem tolerada pelas plantas, uma invaséo
drastica déH. seropedicagrovocou efeito adverso no crescimento das plantas

A diferenca entre os gendtipos em relacdo ao r@triogderivado da fixagédo bioldgica
pode ser mais evidente em condi¢bes de baixo teanitdogénio no solo. PRADHAN e
MOHAN (1998), observaram que inoculacdo de plad&asrroz comA. brasilensequando
se utilizou metade da dose recomendada de nitr@gésmia essa cultura, proporcionou
aumento no vigor das plantas, avaliado aos 30 di&® apos a semeadura, assim como,
aumento na producdo de matéria seca e na prodagdas. NIEUWENHOVE et al. (2001),
estudaram o efeito da inoculacdo de plantas de aomA. caulinodansem combinacao
com diferentes niveis de sacarose e nitrogénigamdicdes de casa de vegetacdo. Os autores
observaram, pela técnica de diluicdo isotépicdNeque houve incorporacéo de N fixado &
biomassa das plantas inoculadas dantaulinodansreduzindo-se o nitrogénio derivado do
fertilizante, em condicdes de baixo nivel de niémig (20 kg ha) e que, nesta condicéo, a
perda de nitrogénio foi menor que em condicdesltdenével de nitrogénio (60 kg Ha Os
autores concluiram que a aplicacdo de 60 K§ #ia nitrogénio afeta negativamente a
atividade da nitrogenase Ae caulinodangm associagdo com plantas de arroz.

A eficiéncia da fixacdo de Npela associacdo de bactérias diazotroficas coaz arr
pode ser limitada quando ha baixa disponibilidaglendtéria organica no solo, pois a matéria
organica pode ser fonte de carbono e energia taat® fixacdo de N pela microflora de
rizosfera quanto para outras atividades metabdliEsies efeitos sdo mais pronunciados em
solos inundados que em solos ndo inundados. LADHAI.e(1987) observaram que a
aplicacdo de palha de arroz antes do plantio awmentmassa microbiana do solo e, também,
a de bactérias diazotroficas no solo. Ja a aplicde®0% da dose recomendada de nitrogénio
na forma de vermicomposto e 50% na forma de femhie mais a inoculagdo com
Azospirillume fosfobactérias, aumentou o niumero de perfilbasimero de paniculas e a
producdo em arroz comparado com aplicacédo de 1@086sk recomendada de nitrogénio na
forma de fertilizante mineral (JEYABAL e KUPPUSWAMY 2001,
MUTHUKUMARASAMY et al., 2007).

O arroz é cultivado sob dois sistemas de cultiwséqueiro e irrigado, sendo que
diferentes sistemas de cultivos tém potenciaisntlist para suprir a necessidade de nitrogénio
das plantas. Em arroz de sequeiro, a fixagdo oanrebactérias aerdbicas, j& em arroz
irrigado, a fixacdo ocorre tanto em bactérias deadbquanto anaerdbicas e em geral maiores
contribuices de FBN s&o obtidas em arroz irrigadale as condi¢cdes ecoldgicas favoraveis
a biota aquatica favorecem também os microrganidivadores de nitrogénio de vida livre
(OLIVEIRA, 1992).

1.7 Avaliacdo da Fixagéo Bioldgica de Nitrogénio

A quantificacdo de nitrogénio fixado biologicameme gramineas é fundamental
para que se possa determinar o beneficio globtd gescesso para os sistemas agricolas. No
entanto, os resultados, sdo muito varidveis emafurde diferencas metodoldgicas, e da
dependéncia do genotipo da planta e das condigbésemtais em que sao realizados,
(JAMES, 2000). Além disso, a correlacdo dos redolaobtidos com a populagdo de
bactérias € limitada, pois é impossivel se atribuikacdo biolégica a uma Unica espécie de
bactéria e, ainda, a simples presenca da bactdoaizando os tecidos da planta néo significa
que esta esteja fixando nitrogénio e, nem que @lesteja se beneficiando do nitrogénio
fixado (BODDEY et al., 1995).

A inconsisténcia dos resultados dos experimenamgo tem condicdes gnotobiodticas,
quanto em casa de vegetacdo e em campo, € um grardiema para pesquisa com bactérias
diazotréficas e tem limitado o uso destas bacté@ameétodo de inoculacdo e as interacdes
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entre o gendtipo vegetal e da bactéria pode camtniara o insucesso dos resultados. REIS
JUNIOR et al. (2006) observaram que a interacdoeeht amazonense genotipos de
braquiaria é dependente da estirpe. Para se almesso com a inoculacdo é necessario que a
bactéria inoculada se estabeleca nas plantas exdueerca a capacidade competiva em
relacdo a comunidade nativa. Baixo pH, déficit ib@re alta temperatura diminuem a
colonizacéo influenciando os resultados (DOBBELAEREal., 2003). SALA et al. (2007)
observaram efeito da inoculacdo de sementes de tugn bactérias diazotroficas em
Campinas, mas ndo em Mococa, SP, trabalhando comeamas estirpes e cultivar. Na
Tabela 1 apresenta-se, resumidos, os resultaddsalikghos de inoculacdo com bactérias
diazotroficas em plantas de arroz realizados rovasg anos.

Tabela 1 Resposta de plantas de arroz a inoculagdo corérlzecdiazotréficas em varias
condicfes experimentais (continua).

Condicdes

. . Efeito observado Referéncia
experimentais

Espécies de bactérias

Azospirillum lipoferum,
Azospirillum brasilense
Azospirillum amazonenseCampo
e Herbaspirillum

seropedicae

Nao houve efeito no crescimento

~ ~ PEREIRA et al. (1988)
nem na producao de graos

Aumento na emergéncia das
Pseudomonas Campo e em casa de plantulas, comprimento das raiz
fluorescentes vegetacao e altura e biomassa das plantas
na producéo de gréos.

ee|:°5|LEEP et al. (1998)

Azospirillum brasilense  Campo e casade ~ Aumento no vigor, na producio PRADHAN e MOHAN
vegetacao de biomassa, e producao de graq$998)

Casa de vegetacao, Aumento na biomassa das raizes2JNARTO et al.

Azospirillumspp. inundado, por 45 dias da parte aérea e na extracéo de KL.999)

Aumento na biomassa, o numeroELBADRY et al. (1999)

Rhodobacter capsulatus Vasos de perfilhos e producdo de grios:

Nostoc muscorura Casa de vegetacdo poAumento na biomassa, das raize

Tolypothhrix tenuis 25 dias e no comprimento das plantas. MULE etal. (1999)

Aumento na altura das plantas
avaliadas até a fase de iniciagao

Azospirillum brasilense Casa de vegetacdo das paniculas, aumento na VALAZCO e CASTRO

biomassa da parte aérea e na (1999)
producéo de gréos.
Herbaspirillum Casa de vegetacdo e Aumento na biomassa e no
seropedicae em condicbes nitrogénio derivado da fixacdo BALDANI et al. (2000)
Burkholderia gnotobidticas biolégica (Ndfa)
Azospirillum brasilense 'g‘ inqlcula(;éo conikzos%i.rillum
Herbaspirillum x rasilenseaumentou a biomassa
seropeorl)icae ggij"?‘ de vegetacdo pofis raizes e da parte aérea das RETHATI et al. (2000)
ias > -
plantas, ja corilerbaspirillum
seropedica® efeito foi negativo
Azorhizobium Condicdes de casa A inoculagédo aumentou a NIEUWENHOVE et al.
caulinodans biomassa das plantas, o numero (2001)

de perfilhos e a incorporacéo de

N, fixado na biomassa, avaliado

pela técnica de diluicdo isotépica
do™N
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Tabela 1 Continuagao

Herbaspirillum
seropedicae

Aumento na atividade da
Condicdes nitrogenase incorporacdo Ndfa ELBELTAGY et al.
gnotobidticas ap6s incubacdo coN,em (2001)

plantas de€ryza officinalis

Azospirillum brasilense

Condicdes

o~ Inibicdo do crescimento das
gnotobidticas em

plantas, diminuindo a altura das BACILIO-JIMENEZ et

solucdo de Hongland, lantas al. (2001)
por 15 dias P
Espécies de bactérias Con_dl(;oes_ Efeito observado Referéncia
experimentais
Azospirillum brasilense Condi¢cGes Todas as bactérias promoveramMEHNAZ et al. (2001)
Aeromona® gnotobidticas, por oitoaumento a area das raizes e 0
Enterobacter semanas Ndfa avaliado pela técnica
isotopica™®N

Herbaspirillum Condicdes Aumento na atividade da JAMES et al. (2002)
seropedicae gnotobidticas nitrogenase aos 10 dias apos a

inoculacdo e da massa seca das
cultivares IR42 e IR72 e somente
a cultivar IR42 apresentou
incorporacdo significativa de
Ndfa ap6s incubagéo cohiN,

Herbaspirillum
seropedicae

Condicdes Aumento na biomassa, na GYANESHWAR et al.
gnotobidticas por 30 atividade da nitrogenase e na  (2001)
dias incorporacéo dé&N,

Azospirillumsp. e
Azotobacter

Casa de vegetacdo e A inoculacdo com ambas as DAS e SAHA (2003)
campo bactérias aumentou a atividade da

nitrogenase (ARA) nas raizes das

plantas inoculadas

Herbaspirillum Condicdes Aumento na massa das raizes RONCATO-MACCARI

seropedicae gnotobidticas quando houve limitacéo de et al. (2003a)
nitrogénio

Burkholderia brasilensis Condicdes Em condic8es gnotobidticas,  FERREIRA et al.

e Herbaspirillum
seropedicae

gnotobidticas, em casdouve aumento na biomassa da (2003)
de vegetacao e campovariedade IAC 4440 e em

condicdes de campo houve

aumento na producéo de gréos

das duas variedades testadas

Burkholderia
brasilensis,
Herbaspirillum
seropedicae
Herbaspirillum
rubrisubalbicans

Casa de vegetacdo e Em casa de vegetagdo houve GUIMARAES et al.
campo aumento na biomassa das plantg2003)

na avaliacdo realizada aos 40 dias

apos o transplantio. Ja em campo

houve aumento na biomassa das

plantas aos 40, 45 e 130 dias ap6s

transplantio, e também houve

aumento na producéo de graos

Azospirillum
amazonense

Condicdes Em condi¢c8es gmotobidticas RODRIGUES et al.
gnotobidticas e casa houve efeito negativo, (2007)
de vegetacao diminuindo a biomassa das

plantulas, em casa de vegetagéo
houve efeito positivo e negativo
dependendo da estirpe inoculada
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2 CAPITULO |

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE BACTERIASNDIAZOTROFI
NATIVAS DO ESTADO DO MARANHAO

CAS
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2.1 Resumo

Com o0 aumento dos custos dos fertilizantes nitrages e a crescente preocupacao
com danos ambientais decorrentes do uso dos mesnaesenvolvimento de associacdes
entre bactérias diazotroficas e gendtipos de anaig eficientes quanto a fixacao bioldgica de
nitrogénio (FBN) pode ser uma alternativa para dugéo de custos de producéo e de
impactos ambientais causados por esta cultura. j@tivab deste trabalho foi isolar e
caracterizar bactérias diazotréficas nativas dadestdo Maranhdo com potencial para
inoculacdo em variedades tradicionais de arrozrdpria regido. Foram coletadas amostras
em trés solos cultivados com arroz no Maranhaajseeis de baixada e um de teras altas.
Para o isolamento destas bactérias diazotroficasnfaitilizadas trés variedades de arroz e a
cultivar IR42 como “plantas isca”. As sementes déacvariedade foram plantadas em vasos
com solo e apés 45 dias foram coletadas. As bastd@btidas de cada amostra foram
caracterizadas morfologicamente e a sua capaciibemenitrogénio foi determinada pela
atividade da nitrogenase por meio do método dacéeldo acetileno (ARA) e a producédo de
acido indol-acético (AIA) pelo método colorimétric®e acordo com a caracterizacao
morfologica, os isolados foram classificados conestgmcentes as espéci@gospirillum
amazonense, Azospirillum lipoferumAzospirillum brasilense Herbaspirillum spp.,
Burkholderiaspp. e um grupo desconhecido. A técnica da ARA mosjue os isolados
apresentaram capacidade de fixar nitrogénio atmiosfélsolados deA. amazonense
produziram maior quantidade de AIA quando compasadon os isolados de outras espécies.
No caso dos isolados dBurkholderia spp., poucos produziram AIA e em pequena
quantidade. Foram encontrados isolados bacteriami® eficientes na producéo de acido
indol-acético e fixacdo de Nsugerindo portanto potencial para promover Gaingento
vegetal quando inoculado em arroz. O perfil derfragtos de restricdo gerados pela técnica
de ARDRA, confirmou o género da maioria dos isotadalém disso mostrou alta
diversidade, principalmente para os isolados bactes caracterizados morfologicamente
comoBurkholderiaspp.
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2.2 Abstract

The increased costs of nitrogen fertilisers andceamng of the human being with the
current environmental damages caused by the exdessrogen application, oppened new
opportunity for the exploiting the associationswedn diazotrophs bacteria and genotypes of
rice more efficient with respect to the biologicatrogen fixation (BNF). The aim of this
study was isolate and characterise native diazbitopacteria from soil of the Maranhao
State with potential for inoculation in traditionerieties of rice. Samples were collected
from three soils cultivated with rice in Maranh&ejng two of highland and one of lowland
area. It two traditional cultivars of rice (ZebuaBco and Manteiga) and two comercial
varieties (IR42 and Diamante) were used for isofatdf these diazotrophic bacteria. The
seeds of each variety or cultivar were plantedoits pvith soil and collected 45 days later. The
obtained bacteria of each sample were morphologicatacterised and nitrogenase activity
was determined by the acetylene reduction technig&) and the auxin production by the
colorimeter method. In agreement with the morphiclalgcharacterisation, the isolates were
classified asAzospirillum amazonenseAzospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense
Herbaspirillum spp. andBurkholderia spp. The ARA showed that most of the isolated
presented the ability to fix nitrogen. Isolates/ffamazonensproduced larger amount of
AIA as compared with the other species. In contrdstv isolates ofBurkholderia
spp.produced AIA and in small amounts. It was fobadterial isolates very efficient in the
indol-acetic acid production and capability to reellacetylene the ethylene, therefore with
potential to be used as biofertilizers in rice pdamRestriction fragment profiles generated by
the ARDRA technique confirmed the identity of maxt the isolates and showed high
diversity mainly for t bacterial isolates morphalagly characterized aurkholderia
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2.3 Introducéo

O arroz (Q@yza sativalL.) € um alimento de grande importancia para pa@da
mundial, sendo o segundo cereal mais consumido umdo) atendendo a grande parte da
necessidade protéica e caldrica da populacdo mypdaDATTA et al., 1987). O estado do
Maranhdo é um grande produtor e consumidor de ammBrasil, sendo o quarto em
producdo e o terceiro em area plantada do Paigntamto, ocupa a 22osicdo entre as
unidades da federacdo em termos de produtivida@& B, 2008), em decorréncia do baixo
nivel de tecnologia empregado.

Um dos fatores que pode limitar a producdo de a@r@z baixa disponibilidade de
nitrogénio nos solos, principalmente nos tropicagie apresentam solos altamente
intemperizados e, geralmente, com baixo teor dénmaatrganica (DOBEREINER, 1997).

Embora o nitrogénio seja um elemento presente,damie, na sua forma estavel na
atmosfera, para a fixacdo industrial dg &lquebra da tripla ligacao requer grande quasgida
de energia proveniente do petréleo ou gas natdoates de energia ndo renovaveis
(STOLTZFUS et al., 1997), tornando estes produtostosos tanto do ponto de vista
econdmico como ecoldgico. Assim, a aplicacdo ddifantes nitrogenados aumenta o custo
de producéo e, além disso, causa impactos negattvoseio ambiente como contaminacéo
da agua pelo nitrato e emissao de gases de e$titia @omo o Oxido nitroso e gas amoniaco
(STOLTZFUS et al., 1997).

As gramineas sdo capazes de se associar com divaasterias que realizam o
processo de fixagdo biolégica do nitrogénio atmasié como as pertencentes aos géneros
Azospirillum GluconacetobacterAzoarcus Herbaspirillum Burkholderia e Pseudomonas
(TRAN VAN et al., 2000; LADHA e REDDY, 2003; KENNEDet al., 2004). A procura por
bactérias diazotroficas, capazes de convertergéitio gasoso em amonia, disponivel para as
plantas levou ao isolamento de vérias bactériaBBELAERE et al., 2003).

O desenvolvimento de meios de cultura semi-solsgms N possibilitou o isolamento
destas bactérias em diversas culturas no decarseartbs (BALDANI e BALDANI, 2005). O
uso destes meios oferece uma condicdo ideal par@soimento de diazotréficos com carater
microaerofilico, que ocupam sitios onde a conceétrade @ é limitada. As recentes
pesquisas com bactérias diazotroficas tém mostjada cultura do arroz pode se beneficiar
da associacdo com bactérias diazotréficas, obtsigdficativa contribuicdo do nitrogénio
fixado biologicamente ou por meio de substancia®mptoras de crescimento
(GYANESHWAR et al.,, 2001; DOBBELAERE et al., 200BODRIGUES et al., 2007;
GOVINDARAJAN et al., 2008).

Em experimentos de inoculagdo, em casa de vegetagéo a variedade de arroz
Guarani, foi observado aumento de 22% na massak#ana producéo de graos das plantas
inoculadas com a estirpe ZAE94, 27% na massa seéeat® 20% na producdo de graos para
as plantas inoculadas com a estirpe M130. Alémodifs observado um aumento do
conteldo de nitrogénio da planta, induzido pelead®o de nitrogénio realizada por
Herbaspirillum seropedicagariando entre 17 e 19% do N incorporado a plaBfLDANI
et al., 2000).

No entanto, o sucesso do sistema de fixacdo degénio em arroz, quanto ao
aumento de producdo, é dependente de uma interam@plexa entre as plantas, o0s
microrganismos e o ecossistema (RAO et al., 1988)do importante considerar em estudos
de inoculagdo e quantificacdo da FBN fatores comibiente, estirpes e genotipos
(BALDANI et al., 1999). STOLTZFUS et al. (1997) laado bactérias endofiticas de raizes e
dos tecidos da parte aérea de diversas variedadasakz crescidas em diferentes tipos de
solo, observaram uma grande diversidade e um guagsies isolados mostraram-se
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cosmopolitas podendo ser isolados de diversos tipasolos e colonizar um nimero grande
de gendtipos.

Variedades tradicionais de arroz podem abrigar lpgpas de bactérias endofiticas
diferentes das observadas em variedades moderhBELEAGY et al. (2001) observaram
mais bactérias endofiticas em arroz selvag@mza officinalise Oryza rufipogondo que em
cultivares modernas de. sativa No entanto, ENGELHARD et al. (2000) observarare qu
diversidade de bactérias endofiticas culturaveisagroz selvagem foi significativamente
menor do que em cultivares d& sativa Os autores sugeriram que 0S genétipos ou as
condicOes ecologicas possuem influéncia cruciglapaulacdo de bactérias endofiticas.

No Maranh&o se encontra 0 maior numero de varisdadais de arroz do pais. Estes
genotipos sdo menos dependentes de fertilizantesgemados e € possivel que exercam
efeito seletivo sobre a populacdo de bactériasotlificas, podendo abrigar bactérias
diazotréficas com potencial para promover um aumeat producdo de graos sem aumentar
0s problemas ambientais decorrentes do uso de sdoirmgenados. O objetivo deste
trabalho foi isolar e caracterizar bactérias dig¥mas nativas do estado do Maranhdo com
potencial para inoculagcdo em variedades tradicsothaiarroz cultivadas neste estado.

2.4 Material e Métodos
2.4.1 Isolamento e contagem de bactérias diazoticds

O isolamento de bactérias diazotrdficas foi redlizam dois periodos. No primeiro se
utilizou a variedade IR42 crescida por 45 dias,t&® amostras de solo provenientes de trés
municipios do estado do Maranhdo: Arari, Bacabalitéria do Mearim. No segundo,
utilizou-se como “plantas isca”, as variedades [Riar®, Zebu Branco e Manteiga, crescidas
por 45 dias, em amostras de solo proveniente demp®elocais do isolamento anterior.

O isolamento das bactérias diazotroficas foi fal® acordo com a metodologia
descrita por DOBEREINER et al. (1995), utilizandodiluicdes seriadas de 4@ 10’ de
amostras de raizes, colmos e folhas das plantaamFempregados meios de cultura semi-
sélidos semi-seletivos, sem adicdo de nitrogénidsIPL para o isolamento de
Gluconacetobactespp., LGl paraAzospirillum amazonens®&FB paraAzospirillum spp,
JNFB paraHerbaspirillumspp. (DOBEREINER et al., 1995) e JMV pd@arkholderiaspp.
(BALDANI, 1996).

Para o isolamento a partir das amostras de plartan retiradas amostras de 1 g de
matéria fresca da parte aérea e da raiz. As rdtmesn lavadas em &gua corrente e
posteriormente lavadas em agua destilada est@rileeparte aérea lavada com alcool (70%) e
agua estéril. As amostras foram maceradas em ®rmbldcdo salina (1/4 dos sais do meio
NFB) e diluidas serialmente. De cada diluicdo forestiradas aliquotas de 0,1 ml e
inoculadas em frascos tipo penicilina contendo rseini-sélido. Os frascos foram incubados
a 30°C, de cinco a sete dias, ap0s este periodeeszimento bacteriano foi avaliado
verificando-se o aparecimento de pelicula caratiess para cada bactéria alvo.

Os frascos com crescimento positivo nas duas gtidiuicbes, de cada um dos
meios, foram utilizados para o isolamento, efetoesal a repicagem das bactérias para um
novo meio semi-sélido. ApGs a incubacao por 48 yidoafeita a riscagem em placas com
meio solido, o mesmo do semi-solido, acrescidoxtia®® de levedura. As coldnias formadas
nos meios sélidos foram repicadas para novo meio-s@ido e, apos a incubacéo por 48
horas, foram riscadas em meio rico, Batata ou B&at para purificagcdo final
(DOBEREINER et al., 1995). As culturas puras fonamservadas em meio sélido inclinado
com Oleo mineral e em agua.
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2.4.2 Caracterizacdo morfologica

A caracterizacdo morfologica e a motilidade celdaam determinadas durante o
periodo de isolamento e apds a purificacdo por meimicroscopia Otica com contraste de
fase. A morfologia das col6nias foi observada peronalo crescimento dos isolados em meios
sélidos, semi-especificos (LGIP, LGI, NFB, INFBM\J e em meio rico (batata), onde se
observou as caracteristicas morfologicas das @d@umo forma, bordas, coloracao e textura
(DOBEREINER et al., 1995).

2.4.3 Caracterizagdo molecular

A extracado do DNA dos isolados bacterianos paréepgos amplificagcéo foi realizada
pelo método CTAB (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). 2 mLsdeulturas bacterianas,
crescidas por 48 horas em meio Dygs liquido, pH @B isolados de Azospirillum e
Herbaspirillum e pH 6.0 para isolados de Burkhatd&ram centrifugados a 14.000 rpm por
cinco minutos. O precipitado foi lavado em 500de TE e centrifugado a 14.000 rpm por
cinco minutos. Apds a lavagem o precipitado fousgendido em 56jdL de TE, adicionou-
se 30uL de SDS (10%) homogeneizado e, em seguida, foicadido 3uL de proteinase K.
Ap6s homogeneizar bem, as amostras foram inculgaddsmnho-maria a 37 °C por uma hora.
Terminado este periodo foram adicionados iD@e NaCl (5 M) homogeneizando-se bem
adicionou-se em seguida §0. de CTAB/NaCl. As amostras foram incubadas por dez
minutos a 65°C em banho-maria e em seguida incal@Edaagitador por cerca de 45 minutos
a 30°C. Apés a incubacdo, o DNA foi extraido adiaio um volume de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, homogeneizaaitsem, quando foi centrifugado a 14.000
rpm por 10 minutos e, em seguida o sobrenadant&dosferido para um tubo novo. Ao
sobrenadante foi adicionadqub de RNase (5mg@L) procedendo-se a a incubacéo por cerca
de 45 minutos em banho-maria a 37°C. Apds o trateorem RNase foi feita uma segunda
extracdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilicontdugado a 14.000 rpm por cinco
minutos, o sobrenadante foi transferido para uno tadvo e precipitado com isopropanol
(100%), o precipitado foi lavado com etanol (70%pkibilizado em 5@QL de TE.

Apos extraido, o DNA foi quantificado por eletradse em gel de agarose na
concentracdo de 1,0%, fundida em tampao TAE 1 XgeDfoi submerso em tampao de
corrida TAE 1 X. Em cada canaleta do gel foi aglcd pL de amostra, juntamente com dois
uL de tampé&o de amostra, e aplicado voltagem camestin 100 volts por 30 minutos, para
promover a migracdo das amostras. Em seguida, fwigebrado em solugéo de brometo de
etideo (5 mg/L) e visualizado sob luz ultravioletan fotodocumentador marca Kodak,
modelo EL Logic Imaging System.

A amplificacdo da regido 16S dos isolados foi paala utilizando os iniciadores Y1,
complementar a sequéncia 5-TGGCTCAGAACGAACGCTGGCEL®& e Y3,
complementar a sequéncia 5-CTAGACCCCACTTCAGCATTE®IAT-3" (YOUNG et
al., 1991). A reacgao consistiu no preparo da masti®% do volume final de tampao de PCR
10 X, 2 mM de MgCl2, 20@M de dNTP, 0,121M de cada iniciador, uma unidade da enzima
Taqg DNA polimerase e de 50 a 150 ng de DNA, o veludmal de reacdo de 50.. Em
seguida, o material preparado foi colocado num derctador e submetido ao programa de
amplificacdo cujos ciclos determinados foram: urlocide desnaturacédo (93°C por dois
minutos), seguido de 35 ciclos intermediarios (9B6€45 segundos, 62°C por 45 segundos e
72°C por dois minutos) e um ciclo final de exten§&®°C por cinco minutos) seguido por
resfriamento (15°C por 15 minutos), para finaliaareacdo. ApG6s o término do programa,
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uma amostra de gL do produto amplificado foi submetida a eletrok&epara visualizagéo
dos produtos de amplificacéo e o restante guardadifveezer a temperatura de -20°C.

Os produtos de amplificacédo das regides 16S DNranfiodigeridos com as endonucleases de
restricdo, Alul e Mspl para Herbaspirillum; HinflAdul para Burkholderia; e, Haelll e Rsal
para Azospirillum. Os sitios de corte das enzins8ceapresentados na Tabela 2. Para cada
reacdo, foram adicionados 8/ de material amplificado, 1,Q de tampdo de reacéo
espécifico para cada enzima e cinco unidades dmare interesse. Os tubos foram agitados
para homogeneizar os reagentes e incubados a BvVB@réo-maria por trés horas.

Tabela 2. Sitios de restricdo das endonucleadzadés.

Enzimas Sitios de restri¢éo
Alul 5-AG - CT-3’
3-TC - GA-5’
Hinfl 5- G- ANT C-3
3-CTNA-G-%
Hadll 5-GG - CC-3
3'-CC - GG-5’
Rsd 5-GT - AC-3
3-CA-TG-5
Mspl 5-C-CG G-3
3-G GC - C-5’

Todo o material, e mais |&L de tampédo de amostra foi submetido a eletrofoease
gel de agarose (3%), fundido em tampao TAE 1 Xam®stras foram distribuidas em pocos
do gel submerso em tampéo de corrida TAE 1 X e stidma 50 volts por quatro horas.
Apoés a migracdo das amostras, o gel foi corado lbmmeto de etideo e visualizado sob
iluminacao utravioleta conforme mencionado acima.

2.4.4 Determinacao da atividade de reducéo do adeho (ARA)

A determinacgéo da atividade da nitrogenase emregltpuras foi realizada por meio
da técnica de ARA (HAN e NEW, 1998). As culturaggsuconservadas em o6leo mineral
foram crescidas em Dygs por 24 horas sob agitagd@00 rpm a 30°C. Em seguida, as
células foram lavadas duas vezes em solucdo sahaaremover o nitrogénio do meio. Apos
a lavagem, foram inoculados 20 pL da suspensaorasnos de 10 mL contendo 5 mL de
semi-solido (0 mesmo utilizado para o isolamen&h diotina, sem azul de bromotimol e
sem fonte de nitrogénio. Os frascos foram incubadogt8 horas a 30°C. Apds este periodo,
os frascos foram vedados e injetado 1 mL de anetitesultando em uma atmosfera de
incubacdo de 20%. Os frascos foram incubados a B6P@ma hora, logo em seguida, 0,5
mL da atmosfera dos frascos foram retirados eadgst em cromatografo de gas Perkin
Elmer para analisar a concentragéo de etileno ostaan

2.4.5 Producgéo de compostos indodlicos

A producéo de AlA pelos isolados foi determinadareeio liquido e semi-solido pelo
método colorimétrico (SARVAR e KREMER, 1995). Adtauas puras conservadas em oleo
mineral foram crescidas em Dygs por 24 horas sidbgip de 200 rpm a 30°C. Apos esse
periodo a densidade otica foi ajustada em espetiragétro, com comprimento de onda de
620 nm. Uma vez padronizadas as amostras, aliqgdeta® pl foram inoculadas em tubos de
ensaios com meio liquido e em frascos de peniaioma meio semi-sélidos NFB, JNFB, LGI
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e JMV (sem extrato de levedura, biotina e azul enbtimol), com a adicdo de 1@Q/mL

de D/L-triptofano. As amostras em meio liquido foraeolocadas para incubar a 300C por 48
h sob agitacdo de 200 rpm. Os frascos com as ama@str meio semi-solido foram incubados
300C por 48 h no escuro para os isolado8ztespirillume Herbaspirillume 96 horas para os
isolados deBurkholderia Apos esse periodo de crescimento as culturasfoemtrifugadas a
7000 rpm por cinco minutos. Aliquotas de 150 plstbrenadante foram depositadas em
microplaca de poliestireno seguida da adicdo dedGfb reagente de Salkowski. Apos 30
minutos de reacdo no escuro a temperatura ambeemégnsidade da cor foi medida a 540
nm em espectrofotbmetro. A concentracdo de AlAdeierminada utilizando uma curva
padrdo com concentragdes crescentes de AlA siotédis dados foram submetidos a andlise
de variancia e as médias comparadas pelo testeotiek®iott a 5% de probabilidade.

A concentracdo de proteina das culturas utilizadas analise de ARA e de producao
de AIA foi determinada pelo método de (LOWRY et &B51), utilizando uma curva padréo
feita a partir de concentracdes crescentes de ipaotgoro albumina bovina). Apds a
quantificacdo da auxina e de acetileno, as cultimasn centrifugadas a 5000 rpm por 15
minutos a 4 °C, resuspendidas em agua estériblad 1:5 (100 pl da amostra e 400 pl de
agua esterilizada). Em seguida, 0,5 mL da cultdtadé foi homogeneizada com 0,5 mL de
NaOH 1 M em tubos de ensaio que foram colocadobarho-maria a 100 °C por 5 minutos.
Apo6s o resfriamento adicionou se aos tubos 2,5 mkedgente de Lowry e apds reacdo no
escuro a temperatura ambiente por 10 minutos adioige 500 pl do reagente de Folin-
Ciocalteu 1 M, seguida de rapida agitacdo. Aposniutos de incubacdo no escuro a
intensidade da coloracao foi medida em espectnofeti®d a 750 nm.

2.5 Resultados e Discussao
2.5.1 Isolamento e contagem de bactérias diazotigds em arroz

Foi observada a formacé&o de pelicula caracteristiteadora de crescimento positivo
em amostras de raiz lavada, raiz desinfestadaparde aérea das plantas crescidas nos trés
solos em todos os meios semi-solidos semi-seletitiiimados (Tabela 3).
Tabela 3.Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias diazotaxicrescidas em meios semi-

sélidos sem nitrogénio provenientes de diferentetep da planta da cv IR42 cultivada em
trés amostras de solo provenientes do estado daniao.

Namero de células por grama de peso fresco’lx10

Meios de Origem das amostras de solo
Cultivo Arari Bacabal Vit6ria do Mearim
RL RD PA RL RD PA RL RD PA
NFB 119,0 5,7 50 4150 0,3 3,8 91,7 150,0 0,0
JINFB 37,2 11 275 1140,0 0,0 0,1 35,0 0,0 0,6
LGI 1290,0 100,0 0,6 34,5 30,9 3,8 73,5 66,7 0,0
LGIP 1430,0 424 11,3 603,0 50,0 3,8 190,0 54,5 0,0
IMV 116 0,2 0,0 05 0,2 0,2 6,5 15,0 0,0

RL — Raiz lavada; RD — Raiz desinfestada; PA —ePattea.

Pode-se observar uma maior populacdo de bactéaastibficas nas raizes das
plantas, principalmente nas amostras de raiz lavatigoendentemente da origem da amostra
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de solo em meio NFB, quando comparadas com a paréa (Tabela 3). De modo geral uma
populacdo maior de bactérias foi observada noss stdoArari e Bacabal nos meios LGl,
LGIP e NFB, enquanto que o solo de Vitéria do Meafbi o que mostrou tendéncia
apresentar menor populacdo de bactérias, princgpaénna parte aérea das plantas.
Independentemente do solo, uma menor populacéaalérias diazotroficas foi observada no
meio JMV.

Embora a contagem de células bacterianas, estinpediadecnica do Numero Mais
Provavel no meio LGIP, semi-especifico para o iselato de Gluconacetobacter
diazotrophicustenha sido alta, até s estudos morfolégicos, das bactérias cresoieste
meio mostraram que as mesmas ndo apresentavartedstaas désluconacetobactespp.,
mas sim do génerBurkholderia No entanto, o0 génem@luconacetobactetambém pode ser
encontrado colonizando plantas de arroz. MUTHUKUMYSRAMY et al. (2005) observaram
a ocorréncia d6&. diazotrophicusem diferentes cultivares de arroz irrigado nadn8iegundo
MUTHUKUMARASAMY et al. (2007),G. diazotrophicusapresenta uma grande distribuicao
geografica em plantas de arroz em clima temperdtd&S et al. (2007) observaram uma
populacdo expressiva de bactérias diazotroficameim LGIP em diferentes cultivares de
arroz irrigado no Rio Grande do Sul. No entantay fdi feito uma caracterizacdo das
bactérias isoladas deste meio para confirmar $erméam ao géner@luconacetobacter

Nos meios de cultivo LGI e LGIP foi observado, taem meio semi-sélido quanto
em meio soélido dois grupos de bactérias umas gidifie@vam o meio e outras que
alcalinizavam, tornando estes meios mais amarelo esuerdeado respectivamente.
RODRIGUES (2003) avaliando o crescimento de isadadeBurkholderia spp.em meio
LGIP observou esta mesma caracteristica, algufedis® que alcalinizavam o meio e outros
gue o acidificaram e que isolados Blerkholderiaspp.foram capazes de crescer em meio
completado com 10% de acgucar.

Na primeira coleta foi obtido um total de 164 islwlsa. Porém, ndo foi observada a
presenca de bactérias com caracteristicas do gétentmaspirillum ou Azospirillum Os
isolados obtidos apresentaram caracteristicas Hgifas semelhantes e foram
caracterizados comBurkholderiaspp. Nao foi possivel identificar alguns isoladesta fase
e, portanto, foram agrupados como nao identifica@ss isolados né&o identificados foram
obtidos principalmente nos meios LGl e LGIP, seqde alguns destes alcalinizaram o meio
de cultivo (observado pela mudanca de cor do iddicde pH do meio de cultivo) e outros,
acidificaram. Quando riscadas nestes mesmos mélo®s suplementados com extrato de
levedura formaram colonias grandes e pequenas;dganamareladas e, também, gomosas.
Ja em meio NFB, sélido formaram-se colénias pecenazuis translicida e em JNFB
colénias maiores, azuladas e com centro 0 escuronicroscopio optico estes isolados
apresentaram células pequenas imdveis e em fomeaota. O niumero de isolados obtidos
em cada meio semi-solido e das diferentes partetadéa crescidas nas trés amostras de solo
encontram-se na Tabela 4. Como néo foi obtido nankolado dos génerdserbaspirillum
e Azospirillum,que sédo bactérias de ocorréncia comum em arfgpufse necessario fazer
uma nova etapa de isolamento de bactérias utilizaadas variedades locais.
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Tabela 4. NUmero de isolados de bactérias diazotroficaslolta cultivar IR42 crescida em
amostras de solo proveniente de trés municipiestimlo do Maranhéo.

Origemdo Parte da

NFB JNFB LGI LGIP JMV Total
solo Planta
RL* 8 2 12 11 8 41
Arari RD 3 1 8 5 4 21
PA 3 0 0 0 1 4
RL 2 0 6 5 7 20
Bacabal RD 2 1 5 8 0 16
PA 6 0 4 0 2 12
Vitéria do RL 2 0 5 16 6 29
Mearim RD 1 1 3 7 1 13
PA 3 0 1 3 1 8
Total 30 5 44 55 30 164

*RL — Raiz lavada; RD — Raiz desinfestada; PA ‘td”aérea.

O segundo isolamento permitiu a obtencéo de 138dss que foram classificados de
acordo com a caracterizacdo morfologica, cofoamazonenseAzospirillum lipoferum
Azospirillum brasilenseHerbaspirillum spp. eBurkholderia spp. (Tabela 5). Muitos dos
isolados, principalmente oriundos dos meios deivaulLGl e LGIP, também n&do foram
identificados nesta fase e para fins de agrupamsetimaneceram como nao identificados.
No entanto, apresentaram caracteristicas semethaot obtidos no primeiro isolamento
sugerindo pertencer ao géndBarkholderia O maior niumero de isolados obtidos foi de
Burkholderiaspp., sendo 55 no primeiro isolamento e 35 no segundeA. amazonense3
isolados. Estes resultados estdo de acordo com BAIL¥1996) e RODRIGUES et al.
(2006) que observaram numeros elevados destesogérar cultivares de arroz IR42 e
IAC4440 cultivadas em solos provenientes do estiadRio de Janeiro e de Goias.

Tabela 5 Numero de isolados de bactérias diazotréficagdabtdas variedades de arroz
Diamante, Zebu Branco e Manteiga, crescidas em temsosle solo proveniente de trés
municipios do estado do Maranhdo.

Azospirillum  Azospirillum  Azospirillum Herbaspirilum  Burkholderia Azospirillum

Origem dos Solos amazonense  brasilense lipoferum spp. spp. spp.
(Variedades)
R PA R PA R PA R PA R PA R PA
Arari (Diamante) 11 4 2 1 2 3 4 3 8 5 12 14
Bacabal
(Zebu Branco) 2 0 1 0 2 0 1 0 7 6 7 8
Vitéria do I_\/Ieanm 12 4 1 0 0 0 2 > 7 > 3 3
(Manteiga)
Total 33 4 7 12 35 49

R — Raiz; PA — Parte aérea.
O solo de baixada proveniente do municipio de Af@irio que originou 0 maior

namero de isolados de bactérias diazotroficas tamfarimeiro como no segundo isolamento,
sendo que a raiz apresentou maior niumero de kextéoladas. Uma populacdo maior de
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bactérias diazotroficas em raizes de arroz quaodgparada com a do colmo e da folha de
arroz, também, foi observada por RODRIGUES et28106).

2.5.2 Determinacéo da atividade de reducao do adeho (ARA) de culturas bacterianas
in vitro

A capacidade dos isolados em realizarem a fixa¢@lddica de nitrogénio (FBN)
determinada por meio da atividade da enzima nitrage medida pela técnica de reducao do
acetileno (ARA) demostrou que a maioria dos isdddoam capazes de reduzir o acetileno a
etileno, comprovando a capacidade destas bactiidixarem biol6gicamente o nitrogénio
atmosférico.

Houve uma grande variabilidade entre os isoladesitygua capacidade de reducéo de
acetileno, variando de 0,3 a 90,2 nmol apés uma hora de incubacdo (dados nao
apresentados). E comum se observar uma alta \@féa® entre isolados quanto a
capacidade de reduzirem acetileno a etilemovitro. HAN e NEW (1998) também,
observaram grande variabilidade na capacidadeotid®ss em reduzirem acetileno em meio
de cultivo. Além disso, os autores observaram gadaaFBN em meio de cultivo ndo se
relaciona com a alta FBN em campo. Uma variabikdackntuada na capacidade de fixar N
também foi observada com outras bactérias isolddaarroz (RODRIGUES et al., 2006;
KUSS et al., 2007).

A técnica de ARA mostrou que a maioria dos isolaglm®sentou baixos valores de
FBN, sendo que os isolados de amazonensdoram aqueles que apresentaram maior
capacidade de reducédo do acetileno quando comatadoos isolados de outras espécies. A
técnica de reducdo do acetileno é um método indpera avaliar a FBN e estirpes que
apresentam alto potencial de FBINvitro podem n&o apresentar uma associacao eficiente
com as plantas (HAN e NEW, 1998). Alem disso, a fikacao de nitrogénio pelas bactérias,
nao implica em transferéncia do N fixado para atalgMANTELIN e TOURAINE, 2004).
Em funcdo dessa variabilidade a atividade de reduigh acetileno € considerada apenas
gualitativa por alguns autores. A estirpe M2, umdante natural ndo fixadora de nitrogénio,
nao foi capaz de reduzir acetileno a etileno nasdicbes testadas confirmando sua
incapacidade de fixar nitrogénio (BALDANI et al9Qd7).

2.5.3 Determinacgio da Producéo de Acido Indol-Adéb (AIA) in vitro

Os isolados das bactérias estudadas apresentgpacidzale diferenciada de produzir
AlA, avaliado pelo método colorimétrico de Salkowsk sendo os do géneAzospirillum
aqueles que produziram maiores concentracfes depostos inddlicos (Tabela 6).
RADWAN et al. (2004) observaram que estirpedespirillumspp. produzem de trés a sete
vezes mais compostos inddlicos que estirpesHdebaspirilum Dentre os isolados de
Azospirillumspp., os déA. amazonens@roduziram maior quantidade de AIA comparados
com isolados de outras espécies (Tabela 7). A miaalet de AIA produzida pelos isolados de
A. amazonens&ariou de 7 a 30BM mL™. Estes valores sdo superiores aos encontrados por
REIS JUNIOR et al. (2004) pafa amazonensem isolados de braquiéaria.

Poucos isolados deurkholderiaspp. foram capazes de produzir compostos inddlicos
nas condi¢cbes testadas, ou seja, em meio JMV tgeiem semi-solido, variando de néo
detectado até @M mL™ (dados ndo mostrados). Isolados do géiienkholderia podem
apresentar capacidade de produzir compostos indoliconforme indicado por
KUKLINSKY-SOBRAL (2004). No entanto, MARCHIORO (26) também observou que
entre 17 estirpes dgurkholderiaspp. avaliadas, apenas seis produziram compostdéBcos
pelo método do reagente de Salkowski e em pequeadtidade quando comparados com
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outros géneros de bactérias diazotréficas. GOVINBMN et al. (2008) observaram a
producédio de até 1ig mL* de AIA por isolados d8urkholderia viethamiensiapés uma
semana de incubacdo em meio CCM e utilizando cagrafia liquida de alta pressao
(HPLC) que € um método mais sensivel e preciso.

2.5.4 Diversidade genética dos isolados
2.5.4.1 lIsolados caracterizados morfologicamentemo Herbaspirillum spp.

Todos os isolados caracterizados morfologicamemteodierbaspirillumspp. foram
utilizados para a analise da diversidade genéticangio da técnica de ARDRA. A origem de
cada um dos isolados encontra-se na Tabela 8.ddstps de amplificacdo da regido 16S do
DNAr dos isolados foram digeridos com as enzimared#&icacAlul e Msp que apresentam
maior poder discriminatorio parderbaspirillum spp. (BRASIL, 2005). A restricdo dos
produtos de amplificagdo das estirpes padroes esdlaglos ddHerbaspirillumspp. geraram
seis perfis polimorficos para cada uma das enzifiR@gira 1). Dos 10 isolados avaliados,
quatro formaram o mesmo tipo de perfil que a estifl4 de Herbaspirillum
rubrisubalbicans Os demais, formaram perfis distintos entre siiferehtes das estirpes
padrdoes, sendo que nenhum dos isolados formou meonépo de perfil que as estirpes
ZAE94 e ZAE67 déH. seropedicaé¢Tabela 9).
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Tabela 6 Producdo de compostos inddlicos por isolado®\zespirillum spp. isolados de
diferentes partes da planta de trés variedadesrmde arescidas em amostras de solo
provenientes de trés localidades no Maranhdo (ArariAB= Bacabal e V = Vitdria do
Mearim) e avaliados pelo método colorimétrico (raédk 4 repeticdes).

Isolado Solo Parte da planta UM/ ug pM/mL
VR2112 A RD 1,20A 219A
AR3156 A RD 0,77B 181B
AR1161 A RL 0,72B 186B
AR1131 A RD 0,66B 41C
AR2128 A RD 0,56B 30C
AR1246 A RD 0,54B 88B
VR1134 \Y, RD 0,51B 49C
BR1142 B RD 0,43B 85B
AR215 A RD 0,35C 28C
Cd 0,34C 142B
BF1358 B PA 0,32C 75B
AR1135 A RL 0,32C 36B
BR3159 B RL 0,30C 75B
BF1360 B PA 0,28C 73B
BR1139 B RD 0,26C 48C
AR114 A RD 0,25C 32C
BR2113 B RD 0,21C 16C
BR1144 B RD 0,18C 48C
BF2227 B PA 0,18C 47C
AR1133 A RD 0,18C 22C
BR2257 B RD 0,14C 35C
AR1155 A RL 0,14C 32C
AR2132 A RD 0,12C 29C
AR211 A RD 0,10C 19C
VR113 Vv RD 0,095C 13C
AR2141 A RD 0,092C 41C
AR319 A RD 0,09C 27C
AR2140 A RD 0,08C 30C
AR2247 A RD 0,07C 13C
VR2236 Vv PA 0,07C 13C
AR1249 B PA 0,07C 15C
AR218 A RD 0,06C 11C
AF3143 A RL 0,06C 14C
BR112 A RD 0,06C 15C
AR1148 B RD 0,04C 9C
BR1145 B RD 0,03C 7C
BR117 B RD 0,01C 3C
BR2110 B RD 0,00C 2C
AR2111 A RD 0,00C 1C

Médias seguidas por letras iguais nao diferem anpelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
RL — Raiz lavada; RD — Raiz desinfestada; PA —ePattea.
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Tabela 7. Producdo de compostos indolicos papspirillumamazonensiesolados da raiz (R)

e da parte aérea (PA) de diferentes variedadesae @escidas em solo provenientes de trés
localidades no Maranhdo (A = Arari e V = Vitéria ddearim) avaliados pelo método
colorimétrico (média de 4 repeticdes).

Local de coleta das

Isolado amostras de solo Parte da planta UM/ g MM/mL
VF2213 \Y PA 1,44A 164D
AR3123 A RD 1,42A 168D
VR2110 \Y RD 1,39A 145D
VR219 \Y RD 1,36A 175D
AR3122 A RD 0,99B 186C
AR3124 A RD 0,84B 174D
VR218 Vv RD 0,83B 303A
VR3125 \Y RD 0,83B 165D
AR214 A RD 0,71B 159D
AR2128 A RD 0,70B 147D
VR3126 \Y RD 0,69B 167D
VR2114 \Y RD 0,69B 166D
Y2 0,68B 154D
AR211 A RD 0,67B 182C
AR213 A RD 0,66B 159D
VF227 \Y PA 0,65B 156D
AR3127 A RD 0,62B 154D
VR2111 \Y RD 0,60B 139D
VR3120 \Y RD 0,59B 164D
AR215 A RD 0,57B 165D
VR2112 \Y RD 0,409C 168D
Ym69 0,37C 164D
VF2215 \Y PA 0,36C 119E
AF226 A PA 0,26C 62F
AR3118 A RD 0,12C 22G
VR2116 \Y RD 0,06C 21G
AR2117 \Y RD 0,02C 8G
AF222 A PA 0,02C 8G

Médias seguidas por letras iguais néo diferem enpelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
RD — Raiz desinfestada; PA — Parte aérea.

Tabela 8 Origem dos isolados classificados previamente ocdferbaspirillum spp.
utilizados na analise caracterizacdo genética

Local de coleta das

Isolado Parte da planta Meio de cultivo

amostras de solo
AR1123 RD NFB Arari
AR1121 RD NFB Arari
VR1119 RD NFB Vitéria do Mearim
AR2120 RD JNFB Arari
VR2116 RD JNFB Vitéria do Mearim
VR2117 RL JNFB Vitéria do Mearim
AR1124 RD NFB Arari
AR1122 RL NFB Arari
AR1125 RL NFB Arari
BR2126 RD JNFB Bacabal

RL — Raiz lavada; RD — Raiz desinfestada; PA —ePattea
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Figura 1. Perfil eletroforético de restricdo dos fragmertagegido 16S DNAr de estirpes de
referenciaHerbaspirillum seropedicaéHerbaspirillum rubrisubalbicang de novos isolados.
Figura A. Restricdo corAlul. Legenda: 1 (marcador de 100 pb), 2 (VR2116\VRB2117), 4
(VR1119), 5 (AR1121), 6 (BR2126), 7 (ZAE94), 8 (8B, 9 (M4), 10 (marcador de 100
pb). Figura B. Restricdo corilsp. Legenda: 1 (marcador de 100 pb), 2 (VR2116), 3
(VR2117), 4 (VR1119), 5 (AR2120), 6 (AR1121), 7 (ARR22), 8 (AR1123), 9 (AR1224), 10
(AR1125), 11 (AR2126), 12 (ZAE94), 13 (ZAE6E7), M4), 15 (marcador de 100 pb).

Tabela 9 Perfil eletroforético de restricdo dos fragmertagegido 16S DNAr de estirpes de
referénciaHerbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisalbicanse de novos isolados

Perfis de restricdo

Estirpes e isolados Tipos de
Alul Msp perfis
M4 (Herbaspirillum rubrisubalbicans A* A 1
ZAEG67, ZAE94 Herbaspirillum seropedicge B B 2
VR2116, VR2117, AR1224, AR1125 A A 1
VR1119 E F 3
AR2120 C F 4
AR1121 C C 5
AR1122 D D 6
AR1123 F E 7
BR2126 D A 8

*As letras representam o tipo de perfil geradogaata enzima.

A analise do dendograma (Figura 2) mostra que aff@giisolados que se agruparam
com a estripe M4 formaram o maior grupo com 100%idelaridade. O grupo |, com 77%
de similaridade, englobando também as estirpes ZAEBAE94. Ja o grupo Il com apenas
trés isolados apresenta 70% de similaridade ao ogramterior, os demais isolados
apresentaram maior diversidade (Grupo lll) apreselt apenas 50% de similaridade.

RODRIGUES (2003) observou por meio da técnica d®ORR que a maioria das
enzimas de restricdo testadas para estudar a idagesda populacdo de isolados de
Herbaspirillum spp. obtidos de arroz, nédo foi capaz de diferenammdre estirpes padrées e
diferentes isolados. No entanto, a restricdo dall88r com as enzimallul e Mspl foram
capazes de diferencidfl. seropedicaee Herbaspirillum frisingensedas outras espécies.
BRASIL (2005) utilizando a técnica do ARDRA parduer a diversidade da populagéo de
Herbaspirillumspp. isolada de arroz observaram a formacéo dgm@es distintosembora
tenha havido grande homogeneidade entre os isotkhiso de cada grupo. O autor observou
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a formacdo de perfis de restricdo diferentes para@spécie H. seropedicaee H.
rubrisubalbicans mostrando que esta técnica pode ser utilizada geparar espécies de
Herbaspirillum CRUZ et al. (2001) também separaram isoladosHdseropedicaes H.
rubrisubalbicanspela técnica do ARDRA. Os isolados que apresemt@exfis polimorficos
diferentes do gerado pakh rubrisubalbicangpodem pertencer a outras espécies do género,
porém estudos adicionais seréo necessarios pardiamacao.

VE2118
VER2117

AR1224

M4

Grupo |

AR1125

ZAERT

ZAFESY

AFR1122

BR2126

Grupo |l

AR1123

ARILLS

AF2120
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Figura 2. Dendograma de similaridade de estirpes de referéterbaspirillum seropedicae,
Herbaspirillum rubrisubalbicang de novos isolados caracterizados morfologicamsorte
Herbaspirillumspp. Este dendrograma foi gerado pelo programavi$T &lgoritmo UPGMA

e indice SM a partir dos perfis de restricdo dagrfrentos da regido 16S DNAr gerados pela
técnica de ARDRA.

2.5.4.2 lIsolados caracterizados morfologicamentemo Azospirillum spp.

A origem dos isolados caracterizados morfologicasmeromo A. brasilensee A.
lipoferume de isolados similaresAzospirillumspp., utilizados para o estudo da diversidade
genética, pode ser observada na Tabela 6. A @stdgs fragmentos amplificados por PCR
da regido 16S DNAr foi realizada pelas enzimdaslll e Rsd, por apresentarem maior poder
discriminatorio paraAzospirillumspp. (REIS JUNIOR et al., 2004). Estas enzimasrgera
um total de 11 perfis polimérficos, sendo que ameaHadll gerou seis perfis e a enzima
Rsd cinco (Figura 3). De um total de 30 isolados eaalos, 16 formaram o mesmo tipo de
perfil que as estirpes CD, Sp7 Aebrasilensee Sp59 deéA. lipoferum Os demais isolados
formaram oito tipos de perfis distintos, sendo gqueco destes com apenas um isolado
(Tabela 10). Pela anélise de agrupamento podemsesrwas formacdo de trés grupos
principais (Figura 4). No primeiro grupo, podemdservar um subgrupo que engloba mais
de 50% dos isolados com 100% de similaridade coast@pes de reféncia, os grupos Il e llI
apresentaram maior diversidade e os isolados gmdtuapresentaram maior similaridade a
A. amazonenseendo que o isolado AR1128 apresentou mais ded#8tmilaridade com a
estirpe Y2 déA. amazonense.
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Figura 3. Perfil eletroforético de restricdo dos fragmentagehido 16S DNAr de estirpes de
referénciaAzospirillum brasilenseAzospirillum lipoferume de novos isolados. Figura A.
Restricdo comHae lll. Legenda: 1 (marcador de 100 pb), 2 (CD), 37Spt (Sp59), 5
(AR211), 6 (BR112), 7 (BR2110), 8 (BR2113), 9 (BB2p 10 (AR2128), 11 (AR2130), 12
(AR2132), 13 (AR1133), 14 (VR1134), 15 (VR2236), 1BR2137), 17 (BR1138), 18
(BR1246), 19 (AR2247), 20 (marcador de 100 pb)ufddB. Restricdo coRsd. Legenda: 1
(marcador de 100 pb), 2 (AR211), 3 (BR112), 4 (VR115 (AR114), 6 (BR2110), 7
(BR2113), 8 (BF2214), 9 (BF2227), 10 (AR2128), ARR130), 12 (AR2132), 13 (AR1133),
14 (VR2236), 15 (BR1139), 16 (VR1142), 17 (CD), (Bp7), 19 (Sp59), 20 (marcador de
100 pb).

Tabela 1Q Perfil eletroforético de restricdo dos fragmerdasregido 16S DNAr de estirpes
de referenci@zospirillum brasilenseAzospirillum lipoferune de novos isolados.

Perfis de restricdo

Estirpes e isolados Hadll Rsd Tipos de
perfis
CD, Sp7 Azospirillum brasilenge Sp59 Azospirillum A* A 1
lipoferum
AR211, AR216, BR117, AR218, AR319, BR2110, BF2214, A A 1

BF2227, AR2130, BR2137, BR1139, AR2141, VR1142,
AR3143, AR1245, AR2247

AR2132, VR1134 A E 2
BR112 B B 3
AR2128 B D 4
VR113 C A 5
AR114, AR215, AR1135, VF2236 D B 6
AR2129, AR2130, AR1131 E A 7
BR1246 A C 8
AR1133 F B 9
AR2111 B F 10
BR2113 A D 11

*As letras representam o tipo de perfil geradogaata enzima.
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Figura 4. Dendograma de similaridade de estirpes de refex@eAzospirillum brasilense
Azospirillum lipoferum e Azospirillum amazonensee de isolados -caracterizados
morfologicamente comAzospirillum spp. Este dendrograma foi gerado pelo programa
NTSYS, algoritmo UPGMA e indice SM a partir dosfigede restricdo gerados pela técnica
de ARDRA.

Embora, as enzimas utilizadas nédo tenham separadestrpes padrdes da.
brasilensee A. lipoferum metade dos isolados se agruparam com estas esgéaifirmando
que estes isolados pertencem ao géAeaspirillum Foi observada uma grande diversidade
entre os isolados pela analise dos perfis poliméfigerados, no entanto nao foi observado
efeito dos locais de coleta ou da parte da plamtagnupamento dos isolados. BRASIL et al.
(2005) observaram, também, uma alta diversidade ipatados dé\zospirillumspp. obtidos
de arroz, porém, embora estes autores ndo tenhzemade as espécids brasilensee A.
lipoferum eles observaram a formacéo de dois grupos comdsO%tmilaridade entre estas
espécies.

2.5.4.3 lIsolados caracterizados morfologicamentemo Azospirillum amazonense

A restricdo dos fragmentos amplificados das estigdos isolados d& amazonense
(Tabela 7) pelas enzimékadll e Rsd gerou um total de sete perfis polimérficos, seqde
a enzimaHadll gerou trés perfis e a enzinfasd quatro (Figura 5). De um total de 24
isolados analisados, 16 formaram o mesmo tipo dé gee as estirpes Y2 e CBAMC de
amazonensdds demais isolados formaram seis tipos distinéopadfis, sendo, dois com dois
isolados cada um e quatro com apenas um isolad®i@al). Pela andlise de agrupamento
(Figura 6) pode-se observar que a maioria dosdesl#6%) se agruparam com as estirpes
CBAMC e Y2 com 100% de similaridade. O grupo |,idé+se em dois subgrupos, sendo um
com apenas dois isolados que apresentam 73% dargiadle com as estirpes de referéncia,
o grupo Il com trés isolados apresenta 69% de aiiidde com o grupo |, j& o grupo I
formado pelos isolados que apresentaram poucaasitisitie com as estirpes de referéncia,
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apenas 38%, e podem pertencer a géneros ou a esspditerentes, pois uma baixa
diversidade entre isolados Aeamazonensgela técnica do ARDRA foi observada por REIS
JUNIOR et al. (2004). E possivel se verificar umaian diversidade entre isolados #e
amazonensguando se utiliza a regido intergénica 16S — 2I8FRUNIOR et al., 2006).
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Figura 5. Perfil eletroforético de restricdo dos fragmerdagegido 16S DNAr de estirpes de
referenciaAzospirillum amazonense de novos isolados. Figura A. Restricdo cBsd.
Legenda: 1 (marcador de 100 pb), 2 (AR211), 3 (A4 (VF227), 5 (VR218), 6 (VR219),
7 (VR2112), 8 (VF2213), 9 (VR2114), 10 (VR2116), 1AR2117), 12 (VR3120), 13
(AR3121), 14 (AR3123), 15 (AR3124), 16 (VR3125), (8R3127), 18 (Y2), 19 (CBAMC),
20 (marcador de 100 pb). Figura B. Restricédo etadll. Legenda: 1 (marcador de 100 pb),
2 (AR111), 3 (AF222), 4 (AR213), 5 (AR214), 6 (AR®1 7 (AF226), 8 (VF227), 9
(VR2110), 10 (VR2111), 11 (VR2114), 12 (VR2215), (8R2116), 14 (AR3118), 15
(AR3121), 16 (AR3122), 17 (VR3126), 18 (Y2), 19 (RMEC), 20 (marcador de 100 pb).

Tabela 11 Perfil eletroforético de restricdo dos fragmerdasregido 16S DNAr de estirpes
de referenci@zospirillum amazonensede novos isolados

Perfis de restricdo

Estirpes e isolados

Hadll Rsd  1Posde
perfis

Y2, CBAMC (Azospirillum amazonense A* A 1
AR111, AR213, AR214, AR215, VF227, VR218, VR2110, A A 1
VR2112, VR2114, VR2116, VR3120, AR3122, AR3123,

VR3125, VR3126, AR3127, AR2117.

VR2111, AR3124 A B 2
VF2213, VR219 B A 3
AR3118, AR3121 B C 4
AF222 B D 5
AR2128 C A 6
AF226 C C 7

*As letras representam o tipo de perfil geradogaata enzima.
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Figura 6. Dendograma de similaridade de estirpes de refer&wAzospirillum brasilense,
Azospirillum lipoferum e Azospirillum amazonensee de isolados caracterizados
morfologicamente comAzospirillum amazonenseEste dendrograma foi gerado pelo
programa NTSYS, algoritmo UPGMA e indice SM a padtys perfis de restricdo gerados
pela técnica de ARDRA.

2.5.4.4 Isolados caracterizados morfologicamentemo Burkholderia spp.

A andlise da diversidade genética dos isoladoscisaizados como pertencentes ao
género Burkholderia pela caracterizacdo morfologica, foi realizada c@M isolados
representativos das diferentes partes da plarda ditkrentes amostras de solo, todos obtidos
do meio de cultivo JMV, a origem destes isoladosoetram-se na Tabela 12. Foram
utilizadas as enzimaslul e Hinfl que apresentam maior poder discriminatério psoéados
deBurkholderiaspp., segundo BRASIL (2005).

A restricao dos fragmentos amplificados por PCReggdo 16S DNAr pelas enzimas
Alul e Hinfl das estirpes dBurkholderia brasilensigM130), Burkholderia tropica(Ppe8)e
B. vietnamiensis (TVV75) e dos isolados caracterizados morfologica@e como
Burkholderia spp. gerou um total de sete perfis polimoérficogfa 7). A maioria dos
isolados (54%) formaram o mesmo tipo de perfil gsielas estirpes M130 & brasilensie
TVV75 de B. vietnamiensisOs demais isolados formaram cinco tipos distintespdrfil,
sendo, um com oito isolados e os demais com apenasolado cada (Tabela 13). Embora
nao tenha sido observada uma grande diversidade @ntsolados, pela técnica do ARDRA,
foi observada influéncia do local de coleta da @ma$e solo na diversidade dos isolados de
Burkholderiaspp (Tabela 13). O tipo de perfil 3 foi mais comoonsolo de Bacabal, que € de
terras altas, j& o tipo de perfil 1 foi mais comnos solos de Arari e Vitéria do Mearim que
sao solos de baixada. Além disso, os tipos del peie 7 apareceram s6 no solo de Arari.

O dendograma gerado pela andlise de agrupamentsalados caracteridos como
Burkholderiapela caracterizacdo morfolégica mostra a formatg@ois grupos principais
(Figura 8). O grupo | formado pelos isolados quesgntaram 100 % de similaridade com as
estirpes de referéncia M130 e TVV75 e o grupo mhaibis subgrupos apresentando mais de
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90 % de similaridade com a estirpe Ppe8Bdetropica. A técnica do ARDRA néo foi
suficiente para identificar espécies

Embora tenha sido observada grande diversidade estisolados, néo foi observada
influéncia da parte da planta ou do local de cotltsamostra de solo na diversidade dos
isolados. Além disso, a técnica do ARDRA nao fdicsente para identificar espécies, sendo,
portanto, necessario 0 uso de técnicas mais psgg&ga a identificacdo dos isolados como o
sequenciamento da regido 16S DNAr. PERIN (2007¢mos grande variacdo entre isolados
de Burkholderiaspp. obtidos de cana-de-agucar pela técnica do ARDRAemtando esta
técnica foi capaz de identificar apenas cinco dmda dois comd. tropicae dois como
Burkholderia unameRODRIGUES et al. (2006) caracterizaram isoladosBdekholderia
spp.obtidos de arroz e observaram que houve prodomméas espécids. viethamiensig
Burkholderia kururiensisBRASIL (2005) observou prodominancia Bevietnamiensigntre
isolados deBurkholderiaspp. isolados de plantas de arroz.
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Tabela 12 Origem dos isolados classificados previamenteoddurkholderiaspp. utilizados
na analise de caracterizacao genética.

Isolados Parte da planta Local de coleta da amostsald
AR516 RL Arari
AR5214 RD Arari
AF5323 PA Arari
AR5130 RL Arari
AR5131 RL Arari
AF5333 PA Arari
AR5244 PA Arari
AR5145 RL Arari
AR5150 RL Arari
AF5272 PA Arari
AR5276 RD Arari
BR514 RL Bacabal
BR518 RL Bacabal
BF5325 PA Bacabal
BR5161 RL Bacabal
BR5239 RD Bacabal
BR5154 RL Bacabal
BR5256 PA Bacabal
BR5257 PA Bacabal
BR5159 RD Bacabal
VR521 RD V. do Mearim
VR5135 RL V. do Mearim
VR5138 RL V. do Mearim
VR5140 RL V. do Mearim
VR5165 RL V. do Mearim
VR5166 RL V. do Mearim
VR5168 RL V. do Mearim
VR5169 RL V. do Mearim
VR5171 RL V. do Mearim
VF5120 PA V. do Mearim
VR4175 RL V. do Mearim

RL — Raiz lavada; RD — Raiz desinfestada; PA —ePattea.
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Figura 7. Perfil eletroforético de restricdo dos fragmertagegido 16S DNAr de estirpes de
referénciaBurkholderiabrasilensis Burkholderia tropica Burkholderia vietnamiensis de
novos isolados. Figura A. Rerstricdo céinl. Legenda: 1 (marcador de 100 pb), 2 (VR521),
3 (BR514), 4 (AR516), 5 (BR518), 6 (AR5214), 7 (VRB), 8 (AF5323), 9 (BF5325), 10
(AR5130), 11 (AR5131), 12 (AR5132), 13 (AF5333), (¥R5135), 15 (VR5138), 16
(BR5239), 17 (marcador de 100 pb). Figura B. Reg@tricomHinfl. Legenda: 1 (marcador de
100 pb), 2 (BR514), 3 (AR516), 4 (BR518), 5 (AR5R18 (VR5120), 7 (AF5323), 8
(BF5325), 9 (AR5130), 10 (AR5131), 11 (AR5132), {&F5333), 13 (VR5135), 14
(VR5138), 15 (BR5239), 16 (VR5140), 17 (TVV75), (FBPES8), 19 (M130), 20 (marcador de
100 pb).

Tabela 13.Perfil eletroforético de restricdo dos fragmentasregido 16S DNAr de estirpes
de referénci@urkholderiabrasilensis Burkholderiatropica, Burkholderiavietnamiensig de
novos isolados.

Perfis de restricdo

Estirpes e isolados ;
Alul  Hinfi  POS de
perfis
M130 Burkholderia brasilensjs TVV75 (Burkholderia A* A 1
vietnamiensis
Ppe8 Burkholderiatropica) B A 2
VR521, AR516, VR5120, AF5323, BF5325, AR5130, AR513 A A 1

VR5138, BR5239, AR5150, BR5256, AR1161, VR5168,
VR5169, VF5271, AR5276

BR514, BR518, AR5214, VR5135, BR5154, BR5257, BR615 B B 3
VR5165

AR5145 B C 5
AF5333 D A 6
AR5244 E D 7

*As letras representam o tipo de perfil geradogamla enzima.
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Figura 8. Dendograma de similaridade de estirpes de refer@eBurkholderia brasilensis
Burkholderia vietnamiensis Burkholderia tropica e de isolados caracterizados
morfologicamente conBurkholderia spp. Este dendrograma foi gerado pelo programa
NTSYS, algoritmo UPGMA e indice SM a partir dosf{gede restricdo gerados pela técnica
de ARDRA.

2.5.4.5 Isolados caracterizados morfologicamentemo nao identificados

A andlise da diversidade genética dos isoladosrdieraalos “ndo identificados” com
base na caracterizacdo morfoldgica, foi feita cahrisBlados representativos das diferentes
partes da planta e das diferentes amostras dg Balbela 14). Estes isolados foram obtidos
dos meios de cultivo NFB, LGI e LGIP. Os produtesatinplificacéo da regido 16S do DNAr
foram digeridos com as enzimas de restridid, Rsd e Hinfl. A restricdo dos fragmentos
amplificados por estas enzimas mostrou grande gidexte entre os isolados analisados,
gerando um total de 11 perfis polimérficos (FigBjaNa Tabela 15 encontram-se os padrdes
de restricdo gerados por estas enzimas, onde poaleservar que o tipo de perfil 1 foi mais
comum no solo de Bacabal e Arari e os tipos delpkr6 e 8 s6 apareceram no solo de
Vitoria do Mearim. Além disso, houve influéncia dwio de cultivo no qual estes isolados
foram obtidos. Dentre os isolados avaliados, obtiims meios NFB e LGIP, mais da metade
formou o mesmo perfil que o das estirpes M130 e T¥\ja os que foram obtidos do meio
LGI mostraram-se mais diversos. Apenas quatro desskdos analisados agruparam com as
estirpes M130 e TVV75. Os demais formaram variagpgs, sendo trés destes com apenas
um isolado cada.

A andlise de agrupamento mostrou que a maioriaistsados (54%) dos isolados
analisados se agruparam com as estirpes M180 biasilensie TVV75 deB. vietnamiensis
com 100% de similaridade (Grupo II). O grupo | formado por cinco isolados que
apresentaram 92% de similaridade com as estirpesfel€ncia M130 e TVV75, ja o grupo
[1l, foi formado por isolados que apresentaram maimilaridade (96%) com a estirpe Ppe8
deB. tropica (Figura 10).
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Tabela 14 Origem dos isolados classificados pertencentegrapo “nao identificados” e
utilizados para a caracterizagéo genética.

Isolados Parte da planta Meio de cultivo Solo
AR111 RL NFB Arari
AR112 RL NFB Arari
AR223 RD NFB Arari
AF134 PA NFB Arari
BR115 RL NFB Bacabal
BR116 RL NFB Bacabal
BF137 PA NFB Bacabal
BF138 PA NFB Bacabal
BR129 RL NFB Bacabal
AR1210 RD NFB Arari
AR1111 RL NFB Arari
BR1212 RL NFB Bacabal
AR4213 RD LGIP Arari
AF4214 PA LGIP Arari
AR4115 RL LGIP Arari
AR4116 RL LGIP Arari
BR4217 RD LGIP Bacabal
BF4218 PA LGIP Bacabal
BR4119 RL LGIP Bacabal
BR4120 RL LGIP Bacabal
VF4321 PA LGIP V. do Mearim
VR4122 RL LGIP V. do Mearim
VR4123 RL LGIP V. do Mearim
VR4124 RL LGIP V. do Mearim
BR4225 RD LGIP Bacabal
AR3226 RD LGI Arari
AR3127 RL LGI Arari
AR3128 RL LGI Arari
AR3229 RL LGI Arari
BF3330 PA LGI Bacabal
BR3131 RL LGI Bacabal
BR3132 RL LGI Bacabal
BF3233 PA LGI Bacabal
VR3234 RD LGI V. do Mearim
VR3135 RL LGI V. do Mearim
VR3236 PA LGI V. do Mearim
VR3137 RL LGI V. do Mearim

RL — Raiz lavada; RD — Raiz desinfestada; PA —ePattea.
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Figura 9. Perfil eletroforético de restricdo dos fragmerdagegido 16S DNAr de estirpes de
referencia de novos isolados. Restricdo cdlul. Legenda: 1 (marcador de 100 pb), 2
(BR4119) 3 (BR4120), 4 (VF4321), 5 (VR4122), 6 (MR3), 7 (VR4124), 8 (BR4225), 9
(AR3226), 10 (AR3127), 11 (AR3128), 12 (AR3229), {BF3330), 14 (BR3131), 15
(BR3132), 16 (BF3233), 17 (VR3234), 18 (VR3135),(¥®3236), 20 (marcador de 100 pb).

Tabela 15.Perfil eletroforético de restricdo dos fragmerdasregido 16S DNAr de estirpes
de referénci®urkholderia brasilensis, Burkholderia tropicBurkholderia vietnamiensis de
novos isolados néo identificados pelas caracteagistinorfologicas.

Perfis de restricdo

Estirpes e isolados i
P Alul  Hinfl Rsd 1POsde

perfis
M130, TVV75 A* A A 1
Ppe8 B A E 2
AR112, BR115, BF137, BF138, BR129, AR1210, A A A 1
BR1212, AF4214, AR4115, AR4116, BR4217, BF4218,
BR4120, VR4122, VR4124, BR4225, AR3226, BR3132,
BF3233
AR4213 A A B 3
VF4321, VR4123 A B B 4
AR1111, VR3236 A D D 5
VR3234, VR3137 B C D 6
AR111, BR116, AR3127, AR3229, BF3330, C A A 7
VR3135 B E D 8
BR3131 D C E 9
AF134, AR3128 C E C 10
AR223 C D D 11

*As letras representam o tipo de perfil geradogaata enzima.
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ARI11
BE11&
AR3127
AR5225
BF3330
AFR112
ER115
TVWIS
BF137
BF138
BR12%
EBF3233
BR3132
AR1210
ER1212
M130
ARI226
BR4225
VE4124
AF4214
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BF4218
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Figura 10. Dendograma de similaridade de estirpes de refex@eBurkholderia brasilensis
Burkholderia tropica Burkholderia viethamiensise de isolados caracterizados
morfologicamente como “nao identificados”. Este dtegrama foi gerado pelo programa
NTSYS, algoritmo UPGMA e indice SM a partir dosfigede restricdo gerados pela técnica
de ARDRA.

2.6 Conclusobes

Foram isoladas bactérias diazotréficas agrupadoscdedo com a caracterizacdo
morfologica e pela técnica de ARDRA, como perteteenaos génerogzospirillum,
Herbaspirillume Burkholderia

A analise de diversidade genética mostrou que hallaaliversidade entre os isolados
obtidos, principalmente os do gén&uarkholderia

Foram encontrados isolados bacterianos eficierdgeaducao de acido indol-acético
e capazes de fixar JNportanto apresentam potencial para promover scienento vegetal
qguando inoculados em plantas.
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3 CAPITULO I
AVALIACAO DO EFEITO DA INOCULACAO DE BACTERIAS DIAZ OTROFICAS

NA PRODUCAO DE GRAOS EM DIFERENTES CULTIVARES DE AR ROZ
TRADICIONAIS
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3.1 Resumo

O arroz (Qyza satival.) é um alimento de grande importancia por ser gr@elente
fonte de carbohidratos e proteinas. Pela sua graudptabilidade edafocliméatica é
considerado pela FAO como o alimento mais impogtgrdra a seguranca alimentar do
mundo. O objetivo deste trabalho foi selecionalados diazotroficos nativos do estado do
Maranhdo com base na habilidade destes em pronsogerscimento de plantas. Para isso,
foram instalados experimentos em condicfes gndiohdg) em vasos e em campo. Foram
testados trés isolados representativos de cada,gram base na producéo de AIA e ARA e
que foram inoculados em 10 variedades tradiciotaiarroz do estado do Maranhao. Apos a
inoculagéo as plantas foram crescidas por 30 dras@ucdo de Hoaglands em tubos de
ensaio. Foi observado efeito positivo dos trataogewe inoculacdo de alguns isolados na
promocédo do crescimento das plantas crescidas edicées gnotobioticas. Em vasos foram
testados sete isolados em associacdo com novapgende arroz. Foi observado efeito dos
tratamentos de inoculacdo na producédo de massalaquzte aérea, no rendimento de graos
e na massa de mil gréos, sendo que este efeiefiendente do gendtipo da planta. Em
condi¢des de campo foram testados cinco isoladogssoriacdo com trés genotipos de arroz
e néo foi observado interacdo entre tratamentasadelacdo e gendtipos para 0os parametros
estudados. Entretanto houve efeito simples doantexttos de inoculagdo na producdo de
graos, sendo que os isoladéterbaspirillum sp. AR1122 e A. amazonenseAR3122

apresentaram maior potencial para promover o enesttd das plantas e aumentar a producéo
de graos na cultura do arroz.
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3.2 Abstract

The rice Qryza satival..) is an important source of carbohydrate andgins. Due to
great edaphoclimatic adaptability it is considelsdFAO as the most important food for
supplying the hungary of the World. The aim of thisrk was to select native diazotrophic
bacteria isolated from soil of the Maranhao Stateell on their ability to promote growth of
rice plants. Experiments were carrid out in gnattibj pots and field conditions. Isolates
selected based on the production of AIA and ARAewvevaluated in association with ten
traditional varieties of rice grown in Hoaglanddusion for 30 days. A positive effect on
growth promotion of the plants was observed for sasolates as compared to the non-
inoculated plants. Seven isolates were testedsocaion with nine genotypes of rice grown
in pots. The results showed an effect of the iratomh on dry mass production of aerial part,
grain yield and mass of thousand grains, and ffestewas dependent on the plant genotype.
In the field conditions, five isolates were testeith three rice cultivars and no interaction
was observed between the inoculation treatmentsgandtypes for the studied parameters.
Nevertheless, it was observed that among the elmsted, thézospirillumamazonense
AR3122 andHerbaspirillumsp AR1122 showed potential to promote growth oé f¢ants
and to increase the grain yield of this crop.
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3.3 Introducéo

O arroz Qryza sativaL.) € um alimento de grande importancia para pagd
mundial. Nos préximos anos, havera a necessidadee deimentar a producdo mundial de
arroz para atender a demanda do crescimento poguddcAs praticas agricolas existentes
para atingir este objetivo requerem o0 uso de gmamgentidades de adubos nitrogenados,
uma vez que o0 nitrogénio € o principal nutriente ¢jmita o crescimento de plantas em
muitos ecossistemas, sendo que a reducdo do uses deBnpostos € um objetivo a ser
atingido pela agricultura moderna. O nitrogénio enalar (N) compde 78% dos gases da
atmosfera e pode ser fixado ou transformado emdsrmais reduzidas, como kHjue
podem ser assimiladas pelas plantas por processidgibos mediados principalmente por
bactérias (NEVES e RUMJANEK, 1998).

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é a maigsponsavel pelo aporte de
nitrogénio nos sistemas bioldgicos, contribuindonccerca de 65% do nitrogénio fixado
(NEWTON, 2000), fornecendo o nitrogénio necessqrama 0 desenvolvimento vegetal
diretamente para as plantas por meio de assocjagdegiando 0S organismos morrem e 0
libera no ambiente (LINDERMAN e GLOVER, 2003). Asagiineas sao capazes de associar-
se com diversas espécies de bactérias diazotrdkE2SNEDY et al., 2004). Experimentos
recentes tém demonstrado que plantas de arroz psdebeneficiar da associagcdo com
bactérias diazotréficas, aumentando a producadodguimoculadas (TRAN VAN et al., 2000;
GOVINDARAJAN et al., 2008; RODRIGUES et al., 2007).

Existem diferencas consideraveis entre genoétiposardez quanto a obtencdo de
nitrogénio por meio da FBNCAMPOS, 1999; BALDANI et al., 2000). No entantcs o
fatores envolvidos nestas diferencas ndo sdo betecmos. A presenca de um alto numero
de células bacterianas diazotréficas, associada@gizss de plantas de arroz, ndo significa,
necessariamente que as plantas sejam beneficiamas quantidades significativas de
nitrogénio via FBN (BODDEY et al., 1995). REIS JUDR (1998) ndo observou diferenca
entre a populacdo de bactérias diazotroficas piese&m gendtipos de cana-de-aglcar ditos
eficientes quanto ao potencial de FBN em relac&@rdgm eficientes. Também, CAMPOS
(1999) visando identificar genétipos de arroz nedisientes quanto a obtencéo de nitrégenio
via fixacdo biolégica, constatou que nao houve rdifea na populacdo de bactérias
diazotréficas entre os gendtipos consideradoseeties e os ineficientes.

Alguns estudos indicam que a promocao do crescoremtplantas de arroz ndo esta
diretamente associada a fixacao bioldgica de rétrimy mas a outros mecanismos (SUTRZ et
al., 2000; PENG et al., 2002). A promocao de crasnio pode ser o resultado de diversos
mecanismos como inducdo de resisténcia a patogemwsento da disponibilidade de
nutrientes pela solubilizacdo de nutrientes miserprecipitados, e/ou producdo de
fitohormonios que induzem a formacdo de pélos walies adicionais ou raizes laterais,
producdo de sideréforos e pela fixacdo de nitrap§RODRIGUEZ e FRAGA, 1999;
BISWAS et al., 2000; RAMAMOORTHY et al., 2001; GOMDARAJAN et al., 2008).

Numerosos resultados positivos tém sido obtidosauraento da producdo de arroz
devido a inoculagdo com bactérias diazotroficaseiManto os resultados sé@o inconsistentes e
isso tem dificultado a obtencdo de um produto corme(BASHAN, 1998). Isto pode ser
atribuido, em parte, a fatores ecoldgicos e amdieitbmo caracteristicas fisicas e quimicas
do solo e capacidade dos microrganismos de se eéstabem e competirem com a
comunidade microbiana nativa (STEENHOUDT e VANDERIZEEN, 2000).

O objetivo deste trabalho foi selecionar isolad@zatroéficos nativos do Estado do
Maranhdo com base na habilidade destes em promsogerscimento de plantas de arroz e
aumentar a producéo de graos.
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3.4 Material e Métodos

3.4.1 Avaliacdo preliminar das variedades e cultares utilizadas para selecdo de
estirpes

Foram utilizadas 17 variedades tradicionais de zapoovenientes de pequenos
produtores de arroz do estado do Maranhdo (Tal®laséndo cinco com baixo teor de
proteina total nos grdos (Cutido, Cana Forte, PiDfmua, Palha Murcha, Lajeado sem
Pelo), cinco com médio teor de proteina nos gr8asdbinha Roxo, Bacaba Comprido, Zebu
Branco, Lajeado Liso, Rabo de Burro) e cinco cota #dor de proteina (Cana Roxa, Zebu
Branco (caru), Bacabinha, Braquiaria e Arroz 70RAJJO et al., 2003) acrescidas de seis
cultivares melhoradas (CNA4899, CNA7553, CNA817RIA3490, IR42 e IAC4440). Dado
a necessidade de multiplicar as sementes, paransetdizadas nos experimentos de
inoculagaan vitro e em vasos, foi instalado um experimento, em dasagetacao, em vasos
contendo 4 kg de terra adubada de acordo com onesutado para a cultura com base na

analise de solo.

Tabela 16 Gendtipos de arroz utilizados para a multiplicagé sementes.

Gendtipo

Teor de proteina

Local de origem

Procedéncia

Arroz 70
Bacabinha
Cana Roxa
Manteiga
Zebu Branco

Alto (>8%)

V. do Mearim
V. do Mearim

Viana
Penalva
Viana

Araujo (2003)
Araujo (2003)
Araujo (2003)
Araujo (2003)
Araujo (2003)

Bacaba Comprido
Bacabinha Roxo

V. do Mearim
V. do Mearim

Araujo (2003)
Araujo (2003)

Braquiaria - V. do Mearim Araujo (2003
Corge Cru Vermelho Medio (7-8%) Miranda Norte Ar;ujf) (20(33)
Pingo D’4gua Viana Araujo (2003)
Zebu Branco (Caru) V. do Mearim Araujo (2003)
Cana Forte Miranda Norte Araujo (2003)
Cutido Viana Araujo (2003)
Lajeado sem Pélo : Arari Araujo (2003)
Lajeado Liso Baixo (6-7%) V. do Mearim Araujo (2003)
Palha Murcha Penalva Araujo (2003)
Rabo de Burro Penalva Araujo (2003)
Melhoradas

CNA4899

CNA7553 Embrapa Arroz e
CNA8172 Feijao
CNA3490

IR42 IRRI

IAC4440 IAC

Os vasos foram dispostos inteiramente ao acasoamcatias em casa de vegetacao
com quatro repeticdes. As plantas foram coletadasedida em que atingiam a fase de
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maturacao das sementes, quando foram separadanénulas e palha e foram determinados
a producdo de matéria seca total, o numero de yasigor vaso, a percentagem de
espiguetas cheias e estéreis por panicula, a diigrplantas, a massa de mil sementes, o teor
de N das sementes e da parte aérea e a proteitdadasi sementes. percentagem de
espiguetas cheias e estéreis por panicula foirdetada em trés paniculas, apanhadas ao
acaso de cada repeticdo, utilizadon-se o valor angdia cada repeticdo. A massa de mil
sementes foi determinada em amostras de 100 sesrdmntzda repeticdo e multiplicando-se
cada valor por 10, a fim de obter a referida massa.

As avaliacdes dos teores de N foram realizadasmmardpa Agrobiologia, de acordo
com o0 método proposto por TEDESCO et al. (1995)amgstras da parte aérea das plantas
foram colocadas em estufa de circulagdo forcadst@ &té peso constante e o material seco
foi moido e utilizado para analise de teor de Ng@®s foram descascados a mao e moidos,
amostras de 200 mg de farinha de arroz foram digeicom acido sulfarico e agua oxigenada
e apos a destilacdo, obteve-se o teor de N. O wbmtde proteina bruta dos graos foi
calculado pelo teor de N multiplicado pelo fatod%, Este fator é baseado no conteudo de
nitrogénio (16,8%) da principal proteina do ar@gjutelina (JULIANO, 1985).

3.4.2 Selec¢édo de estirpes em condigdes gnotobaigic

Os isolados que apresentaram maior producao deirAl&tro, foram inoculados, em
condicBes gnotobidticas, em 10 variedades tradacgsode arroz do Maranh&o, sendo cinco
com alto teor de proteina bruta (Zebu Branco, Aif@zCana Roxa, Bacabinha, e Braquiéaria)
e cinco com baixo teor de proteina bruta (Cana fa@ome Cru Vermelho, Pingo D’agua,
Lajeado Liso e Bacaba Comprido) (ARAUJO et al.,0@lém disso, foi incluida a cultivar
IR42 utilizada como controle. Os ensaios foram ocaitbs em tubos de ensaio transparentes
com 120 mL de capacidade, contendo 60 mL de soldeddoaglands, sem nitrogénio, em 6
g de agar . ' (BALDANI et al., 2000). Foram conduzidos dois expemtos. No primeiro,
foram utilizados 10 isolados, sendo trés Iderbaspirillum ssp. (VR2117, AR1122 e
AR1124), trés deAzospirillum ssp. (BR2113, AR1135 e BF1358), trés Aeospirillum
amazonenséVR218, VF2213 e AR3122) e um &phingomonaspp. (AR2112). A estirpe
ZAE94 de Herbaspirillum seropedicaefoi utilizada com controle positivo, além de um
tratamento controle inoculado com células mortaZAlE94. No segundo experimento foram
utilizados trés isolados dgurkholderiassp. (BF5327, BF5276 e BF4231), além da estirpe
ZAE94 e do tratamento controle inoculado com célul@rtas por autoclavagem.

A inoculacao foi realizada antes da solidificac&onaeio (40 a 45°C) com 1 mL da
cultura liquida de cada estirpe, crescida no meéi&G® por 16 horas contendo *16élulas
mL™? e o controle foi inoculado com 1 riLcélulas previamente autoclavadas. Antes do
plantio, as sementes foram desinfestadas e préigatas em placas de agar-agua (1%), por
dois dias a 30°C. Apenas as sementes livres daroamntes microbianos foram plantadas
(BALDANI et al., 2000).

Os tubos com as plantulas foram mantidos em casaodgeguranca a 25°C por 30
dias. ApOs este periodo as plantas foram retirddaweio e lavadas em agua corrente para
eliminar residuos do meio e postas para secar qual paalha para retirar o excesso de
umidade e determinada a massa fresca. A massdosel=erminar apds as amostras serem
levadas a estufa de circulacdo de ar forcado a p&°C2 horas.

Os experimentos foram conduzidos no delineamenramente casualizado em
esquema fatorial, sendo o primeiro, 11 x 12 (116tpas e 12 tratamentos de inoculacdo) e o
segundo, 11 x 5 (11 gendtipos e 5 tratamentos amiliacdo) ambos com quatro repeticdes.
Os dados foram submetidos a andlise de varianammaédias testadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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3.4.3 Selecéao de estirpes em condi¢cdes de vasasm €ampo
3.4.3.1 Experimento em vasos

Os isolados que proporcionaram maior acumulo desanasca nas plantas de arroz,
guando comparados com o controle positivo ZAE94rfotestados simultaneamente em dois
experimentos de inoculagcdo, um em vasos e outrganpo. O experimento em vasos foi
instalado no dia 20 de janeiro de 2007 na Embragaliologia em Seropédica, RJ, e o de
campo no dia 08 de fevereiro de 2007 na Embrapa Meite em Teresina, PlI.

O experimento em vasos foi instalado em vasosipiéstpintados externamente com
tinta aluminio, contendo 4 kg de terra fina secaradestorroada e peneirada proveniente de
um Planossolo série ecologia. Os vasos foram nantab ar livre, entre as casas de
vegetacdo, na area experimental da Embrapa Agogieotlispostos em blocos ao acaso em
esquema fatorial (nove tratamentos de inoculacéove gendtipos) com quatro repeticdes.
Os tratamentos consistiram da inoculacdo das semdatcada genaotipo com dois isolados de
Azospirillum spp.: BR2113 e BF1358; dois de amazonens®¥R218 e AR3122; dois de
Herbaspirillum spp. AR1122 e AR1124; e um @&phingomonaspp. AR2112. A estirpe
ZAE94 de H. seropedicaefoi utilizada como controle positivo, além da ésstinha
nitrogenada que recebeu 100 kg de nitrogénio magate nitrato de amoénio dividido em trés
aplicacdes, sendo, 20 kgthao inicio do perfilhamento, 40 kg ha50 dias apds emergéncia
e 40 kg h# aos 75 dias ap6s emergéncia.

Uma semana antes do plantio, procedeu-se a adubagébase na analise quimica do
solo. Os resultados da analise do solo encontrama §abela 17. Foi aplicada em cada vaso
uma dose equivalente a 120 kg deOf ha' na forma de superfosfato simples e
micronutrientes na dose equivalente a 60 kg de BREL2 h&'. No inicio do perfilhamento
(25 dias ap0s a emergéncia) em todos os tratamintaglicada uma solucdo de KO3 na
dose equivalente a 10 kg de N*feuma de KSO, na dose 30 kg Ha Posteriormente, aos 50
dias apds a emergéncia foi aplicada outra doseHidI®; equivalente a 10 kg de Nha

Tabela 17 Andlise quimica das amostras de solo utilizadessaxperimentos em vasos e de
campo.

Ca
Solos PH/HO Ca+M M P K
cmol. dm?* g mg dm?® g
RJ 5,8 0,1 0,7 0,5 0,2 17,3 45,6
Pl 6,1 0,1 7,4 5,9 1,5 7,8 310,0

No experimento em vasos foram utilizadas seis dades tradicionais de arroz do
estado do Maranhao, sendo trés com alto teor deipaototal nos gréos (Zebu Branco, Arroz
70 e Braquiéria) e trés com e baixo teor de prat&ital (Cana forte, Come Cru Vermelho e
Pingo D’dgua) (ARAUJO et al., 2003). Além disso,rafm usadas duas cultivares
recomendadas para o estado do Maranhao (Bonangaastéx). A cultivar IR42 foi utilizada
como controle positivo.

As suspensdes bacterianas utilizadas no prepanmasodalante foram obtidas a partir
de culturas puras crescidas por 16 horas em megs Bgb agitacdo. Apds esse periodo, a
concentracdo das suspensfGes foi determinada poo mdei densidade Otica em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 62@ fonajustada para aproximadamente
109 células mL-1. O inoculante foi preparado adiaimo-se 15 mL da suspensdo de cada
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bactéria, em sacos de polietileno contendo 35tgriie (previamente moida, seca, corrigida a
acidez e esterilizada). As sementes foram desadastsuperficialmente com hipoclorito de
sodio a 1%, por 10 minutos, em seguido, de quatragens com com agua destilada estéril e
colocadas para secar em fluxo laminar por duasshdtstas sementes foram inoculadas,
utilizando-se uma proporcédo de 10 g do inoculantekg de semente, empregando-se uma
solucdo de goma arabica a 10% para fixar o inotellas sementes e, em seguida, foram
colocadas para secar a sombra antes da utilizacao.

Cada vaso foi considerado como uma parcela expetalm@nde foram plantadas oito
sementes, sendo feito o desbaste apds a emergéesiando-se trés plantas uniformes por
vaso. No inicio da fase de florescimento foi relraima planta para contagem das bactérias
nos tecidos vegetais, mantendo-se duas até o t@duiniclo da cultura.

As plantas foram coletadas & medida em que atingiéase de maturacdo dos graos,
sendo cortadas rente ao solo e separadas em panécpdlha. Os seguintes parametros foram
efetuados as seguintes avaliacdes: altura dasap)amimero de paniculas, nimero de gréos
por panicula, massa de 1000 gréos, producdo dearsasa da parte aérea e producdo de
graos, teor de N da parte aérea e proteina brstgrdos.

A altura das plantas foi determinada medindo-sést@rttia da base da planta até o
apice das folhas bandeira com os limbos distendalosassa de 1000 gréos foi determinada
pesando-se em balanca analitica 100 gréos porlparamultiplicando-se por 10 sendo 0s
resultados corrigidos para 13% de umidade dos giiosassa seca da parte aérea foi obtida
pela pesagem das amostras apds terem secado e destgirculacdo de ar forcada a
temperatura de 65°C até atingirem peso constanpeoducédo de graos foi determinada para
cada parcela, corrigida para 13% de umidade exgsex® gramas por vaso. As avaliacdes
dos teores de N foram realizadas conforme desamiteriormente.

Os dados obtidos foram submetidos a analise danaa e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.4.3.2 Experimento em campo

No experimento em condicdes de campo foram utidigatlas variedades tipicas do
Maranh&o, sendo uma com alto teor de proteina biutgrdo (Arroz 70) e uma com baixo
teor de proteina bruta do grao (Cana Forte), alérouitivar Bonanca recomendada para a
regido e utilizada como controle. Foram utilizadgsatro isolados (AR3122 dé.
amazonenseAR1122 deHerbaspirillum spp., BR2113 deé\zospirillum spp., AR2112 de
Sphingomonaspp.), além da estirpe ZAE94 e um controle com Rha' de nitrogénio
mineral.

O experimento foi instalado no campo experimentalEsmbrapa Meio-Norte em
Teresina, Pl, adotando-se o delineamento experahem blocos ao acaso, em esqguema
fatorial (seis tratamentos de inoculagdo x trédtyeos de arroz de sequeiro) com quatro
repeticbes. Os tratamentos consistiram da inocoldgé sementes de cada gendtipo com cada
uma das bactérias diazotréficas, mais a testemumttagenada. As sementes foram
misturadas & turfa na proporcdo de’ B@lulas por grama de turfa, utilizando-se uma
proporcdo de 10 g do inoculante por kg de semengeneseguida, secas a sombra antes da
utilizacdo. Foram plantadas 100 sementes por rie&ar.

Cada parcela ocupou 3?rfiL,5 x 2 m) com cinco linhas de 2,0 m de comprimen
espacadas de 0,30 m, sendo a area util constpelda 3 linhas centrais, desprezando-se 0,5
m em ambas as extremidades de cada linha.

A adubacéo foi realizada de acordo com o recomengach a cultura com base na
andlise de solo, aplicando-se 120 kg g@sRa’ na forma de superfosfato simples e 60 kg de
K,O ha' na forma de cloreto de potassio no plantio. O g&nio (20 kg hd) na forma de
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uréia) foi aplicado em cobertura, 20 dias apdés @&rgémcia das plantas em todos os
tratamentos. Os tratos culturais foram os reconwoslpara a cultura.

Na ocasido da colheita foram avaliados os segupdedmetros: altura das plantas,
medindo-se, ao acaso, cinco plantas por parcelstancia da superficie do solo até o apice
das folhas bandeira com o limbo destendido; nunderganiculas, mediante contagem na
area (til de cada parcela; numero de gréos pocylanamostrando-se ao acaso 10 paniculas
em cada parcela; massa de 1.000 graos, pesandoisalanca analitica 100 graos oriundos
das 10 paniculas coletadas ao acaso mutiplicad@@eros resultados expressos em peso de
1.000 graos e corrigidos para 13% de umidade; gémde massa seca, obtida pela pesagem
de amostras de cinco plantas por parcela coletarlasaso e colocadas para secar em estufa a
temperatura de 65°C, até atingirem peso constargeoducao de graos foi determinada com
base na &rea util de Tmpor parcela, nas quais se determinou o peso eadmidos gréos,
sendo os resultados expressos em My &d.3% de umidade.

Os dados obtidos foram submetidos a analise dénga e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.5 Resultados e Discussao

3.5.1 Avaliacdo de caracteristicas agrondmicas dasriedades e cultivares utilizadas
para a selecdo de estirpes

As variedades tradicionais Lajeado Liso, Lajeadm deelo e Rabo de Burro,
apresentaram um ciclo mais longo (180 dias) e npamtucdo de matéria seca total e nimero
de paniculas por vaso em relacdo aqueles de cials ourto (Tabela 18). As variedades
tradicionais apresentaram maior altura o que paderécer-las na competicdo com plantas
invasoras, podendo ser uma vantagem no sistemaltiocde roca em toco, comum no
estado do Maranhd@o. Houve diferenca na massa dsemiéntes entre 0s genétipos. Esta é
uma variavel estavel dentro da variedade, porérardtgmte da translocacao de carboidratos
que tem sua sintese e remobilizacdo influenciagdass pcondicdes ambientais. Todos os
genotipos apresentaram uma alta percentagem dguets estéreis (dados ndo mostrados),
embora tenha havido diferenga entre estes, ist@ ped ocorrido em funcdo das altas
temperaturas observadas durante o periodo repvodulti

Houve diferenca significativa para o teor de N athp e nas sementes e de proteina
bruta entre os gendtipos estudados (Tabela 19yaAsdades de Lajeado (sem Pelo e Liso)
apresentaram menor teor de proteina nos graodtads estes que estdo de acordo com
ARAUJO et al. (2003) que observaram menor teorrdéena nos graos nestas variedades.
De um modo geral, as cultivares apresentaram umdeagoroteina mais elevado que 0s
observados por ARAUJO et al. (2003) quando tralbathacom as mesmas variedades
procedentes do estado do Maranhd&o. Também FERRAZQRJ et al. (2001) observaram
gue algumas variedades apresentaram teores dédemaproteina bruta quando cultivadas no
Rio de Janeiro ou no Maranhdo enquanto que parasouariedades nao houve alteracdo
neste parametro. Segundo JULIANO (1985), os tedeeproteina bruta dos grdos podem
variar muito, devido a mudancas nas condi¢cOes antadige sendo que para o arroz, a
disponibilidade de N é um dos principais fatoredbiamais que afetam o teor de proteina
bruta dos graos.
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Tabela 18 Biomassa da parte aérea e niumero de panicula&rowe espiguetas, massa de
mil sementes, altura das plantas e ciclo em di&3dgendtipos de arroz cultivados em vaso.

o Biomassa seca Numero de Ngmero de Massa de 1000  Altura das Ciclo
Genotipo d p espiguetas por .
e palha (g) paniculas panicula sementes (g)  plantas (cm) (dias)

Cutido 14,35D* 5,25B 68,33C 31,45C 101 120
IAC4440 23,23B 10,50A 77,66C 24,88F 80 120
IR42 24,89B 9,25A 91,33B 22,45G 81 135
Arroz 70 12,85E 6,00B 47,5F 33,86B 91 135
Bacabinha 13,88D 4,00C 125,00A 20,65H 112 135
Cana Roxa 16,40C 4,25C 85,33B 28,43D 117 135
Manteiga 16,37D 4,25C 109,16A 21,82G 107 135
Zebu Branco 14,76D 4,00C 95,58B 28,82D 125 135
Braquiaria 17,78C 4,75C 72,25C 25,22F 121 135
Bacaba Comprido 16,94C 5,25B 83,83B 30,98C 120 135
Bacabinha Roxo 11,19E 3,00C 94,25B 27,33E 105 135
Come Cru Vermelho 15,01D 5,75B 73,00C 30,58C 103 135
Pingo D’agua 17,10C 6,75B 61,49D 26,26F 118 135
Zebu Branco (Caru) 11,72E 3,50C 89,45B 29,45D 118 135
Cana Forte 15,35D 4,50C 62,75D 27,52E 106 135
Palha Murcha 14,43D 5,00C 65,00C 36,36A 103 135
CNA4899 22,93B 10,00A 78,00C 22,36G 75 135
CNA7553 22,68B 11,50A 77,66C 22,45G 76 135
CNA8172 09,52E 4,50C 73,50C 25,81F 69 135
Lajeado Liso 46,58A 10,75A 69,75C 23,55G 115 180
Lajeado sem Pelo 46,77A 10,50A 82,16E 21,95G 118 180
Rabo de Burro 20,52B 6,00B 105,91A 22,01G 99 180
CNA3490 17,63C 7,75B 62,75D 19,69H 70 180
C.V. (%) 11,16 9,20 7,5 3,78

* Médias seguidas por letras iguais néo diferemeesitpelo teste de Scott-Knott a 5% de probalikda

Tabela 19 Teor de N nas sementes e na parte aérea e terotinprbruta total de 23
genotipos de arroz.

Genotipo Teor de N na semente (%) Teor de N na [§édha Proteina bruta
Arroz 70 1,55A* 0,45E 9,24A
Bacabinha 1,52A 0,452E 9,02A
Cana Roxa 1,43B 0,42E 8,48B
Manteiga 1,39B 0,44E 8,27B
Zebu Branco 1,36B 0,43E 8,08B
Braquiaria 1,44B 0,38E 8,54B
Bacaba Comprido 1,34B 0,37E 7,96B
Bacabinha Roxo 1,42B 0,45E 8,46B
Come Cru Vermelho 1,33B 0,36E 7,87B
Pingo D’agua 1,45B 0,35E 8,63B
Zebu Branco (Caru) 1,34B 0,42E 7,94B
Cana Forte 1,35B 0,49C 8,04B
Palha Murcha 1,38B 0,44E 8,21B
Cutido 1,42B 0,49E 8,24B
Lajeado Liso 1,08D 0,79B 6,38C
Lajeado sem Pelo 1,11D 0,72C 6,61C
Rabo de Burro 1,39B 0,81B 8,28B
CNA4899 1,54A 0,55D 9,14A
CNA7553 1,39B 0,49D 8,32B
CNA8172 1,68A 0,64C 9,96A
CNA3490 1,32B 0,98A 7,82B
IR42 1,32B 0,54D 7,82B
IAC4440 1,23C 0,58D 7,34B
C.V. (%) 7,10 13,61 7,10

* Médias seguidas por letras iguais nao diferemeesitpelo teste de Scott-Knott a 5% de probalmkda
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3.5.2 Avaliacdo e selecdo de isolados de bactér@iszotréficas em associacdo com
diferentes variedades de arroz crescidas em condeg®gnotobidticas

Os resultados obtidos nos experimentos de inoaulagd condigbes gnotobidticas,
nao mostraram interacdo entre as estirpes inociladas genotipos das plantas testados
(Tabela 20). Embora tenha havido diferenca entrestigpes inoculadas quanto acumulo de
matéria seca pelas plantas, ndo foi observadm gdegitivo da inoculacdo para os diferentes
gendtipos de arroz, sendo observado até efeitotimegaa maioria das estirpes inoculadas
quando comparadas com o controle ndo inoculadoe(@&i). Somente os isolados AR3122
de A. amazonense AR2112 deSphingomonaspp. ndo promoveram a diminuicdo da
producdo de matéria seca quando comparados comtmleondo inoculado. FERREIRA et
al. (2003) também ndo observaram interacdo entimpess deH. seropedicaeZAE94 e B.
brasilensisM130 e as variedades de arroz IR42 e I1AC4440 endicdes gnotobidticas,
embora ndo tenha sido observado efeito inibitowocrescimento das plantas. Entre 80
isolados testados em condi¢Bes gnotobidticas appree apresentaram efeito positivo para
o crescimento de plantas (BALDANI et al., 2000).

Tabela 2Q Acumulo de massa seca (mg) em 11 gendtipos de mwculadas com diferentes
isolados bactérias diazotroficas dos géndfiesbaspirillum e Azospirillum em condicdes
gnotobioticas.

Cana Zebu Arroz  Bacaba Pingo Lageado Cana Come

Isolados Roxa Branco Bacabinha BraqU|ér|a70 comprido D'4gua Liso Forte  Cru IR42 Média
AR3122  62,3* 520 44,7 61,0 582 52,0 51,2 52,7 630 585  51,5572a
AR2112 555 47,0 42,0 51,2 60,7 585 472 430 482 552  4550,4a6
VR218 57,5 465 453 50,7 580 47,0 477 380 482 50,0 455 ,0ab8
VF2213 443 51,0 40,7 46,7 540 46,2 40,0 275 415 537  41,04,0b8
BF1358 36,0 37,7 32,7 52,2 51,7 46,5 347 247 27,7 41,7 487958
AR1135 335 405 250 37,7 352 40,0 360 230 30,2 40,2  30,03,7d8
AR1124 340 285 24,7 32,0 427 32,0 32,7 155 257 41,2  31,20,9e8
BR2113 40,7 207 13,0 36,0 372 37,7 272 230 352 275  31,00,7e8
VR2117 37,0 250 19,7 31,5 350 37,2 27,7 242 277 365 23,0952
AR1122 355 207 272 26,5 31,7 382 232 150 31,7 342  2558,0f2
ZAE94
(controle 40,3 41,0 357 35,0 432 473 350 312 432 342 385  386cd
positivo)
lgzgelm;”h%,s 51,0 482 56,7 60,2 50,7 50,0 43,0 425 615 422  50,7ab

Média 43,7AB 39,9AB 33,3CD  43,1AB  47,3A 44,4AB  37,7CD 30,0D 38,7BC 44,5AB 37,5BC
CV.(%) 28,00

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculas paltivares e mindsculas para procedimento deulagé@o) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O efeito negativo pode ter ocorrido em funcao do malimero de células utilizadas no
in6culo o que pode ter desencadeado uma respdstasi@ da planta. JAMES et al. (2002)
observaram que a colonizacdo muito agressivddpseropedica@a cultivar IR72 ocasionou
uma resposta defensiva da planta a colonizacaceteitos negativos ao crescimento vegetal.
A resposta da planta ao AlA, liberado por bactépasle variar de efeito benéfico a inibitério
dependendo da concentragdo. Quando a concentrac@dAdenddgeno nas raizes ja se
encontra em niveis 6timos para o crescimento, o @d&ional liberado pelas bactérias pode
alterar o metabolismo da planta e afetar o cresttn@BARAZANI e FRIEDMAN, 1999).
Estes autores observaram que altas concentrac@dé deroduzido por bactérias, inibiram o
crescimento de raizes de alface em condi¢cfes asnic
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Tabela 21 Acumulo de massa seca (mg) em 11 genotipos de mroculados com bactérias
diazotrdéficas do génemurkholderiaem condigdes gnotobidticas.

Cana Zebu Arroz  Bacaba Pingo Lageado Cana Come

Isolados Roxa Branco Bacabinha Braqwarla?o comprido D’agua Liso Forte Cru IR42 Média
BF4231 44,0+ 365 28,3 37,2 490 4572 37,2 330 42,7 555 38,540,6b
BF5327 365 445 320 40,7 435 442 382 242 435 487 40,7 9,7b3
BF5276 455 365 31,7 35,2 540 41,0 40,7 340 350 432 34592b3
ZAE94

(controle 40,2 410 357 35,0 432 472 350 312 435 342 385  36,6b
positivo)

Testemunhazg 5 510 483 56,7 60,2 50,7 500 43,0 425 615 452  507a
absoluta

Média 42,9AB 41,9AB 35,2BC 40,0AB 50,0A 457AB  40,2AB 33,1C 41,4AB 48,6A 39,5BC

CV.(%) 2506

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculas paltivares e mindsculas para procedimento deulagé@o) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os isolados d&. amazonense o deSphingomonaspp. que produziram as maiores
quantidades de AIAN vitro, foram aqueles que causaram menor efeito inibit@o
crescimento das plantas, sugerindo que o efeibitdnio ndo é devido ao AlA produzido,
mas sim a outros fatores como, por exemplo, ouitoeorménios. RODRIGUES et al.
(2007) ndo observaram correlacdo entre a produedoochpostos inddlicos vitro e a
promocao do crescimento de plantas de arroz désazes IR42 e 1AC4440 por isolados de
A. amazonensquando avaliados em condi¢cdes gnotobidticas. @wemiobservaram ainda
que os tratamentos de inoculacdo para a maioriasatedos testados apresentaram efeito
inibitorio no crescimento de plantas. Também, BAOHJIMENEZ et al. (2001) observaram
efeito inibitorio em plantas de arroz inoculadasncdzospirillum brasilenserescidas em
condi¢cdes gnotobidticas. A resposta da planta @ug@o de compostos inddlicos por
bactérias € influenciada pelo gendtipo da planti enicrorganismo. JAIN e PATRIQUIN
(1985) observaram, em trigo, que as mudancas ndicgapdo das raizes das plantas foram
influenciadas por estirpes édeospirillumspp. e a cultivar de trigo.

A comparacgéo do efeito da inoculacdo dos difereistdados com a estirpe ZAE94,
usada como controle positivo, mostrou que houvenpobducdo de matéria seca nas plantas
inoculadas com os isolados dA. amazonense(AR3122, VR218 e BR2113),
Sphingomonaspp. (AR2112) éAzospirillumspp. (BF1358) (Tabela 20). Ja para os isolados
de Burkholderiaspp. (Tabela 21), n&o foi observado diferenca doasomparados com a
estirpe ZAE94. Por outro lado, foi constatada eagr@ariedades de arroz utilizadas, nos dois
experimentos de inoculacdo em condi¢Bes gnotobgtidiferencas no ganho de massa seca
(Tabelas 20 e 21). Estas diferencas podem ser egdduexclusiva do genoétipo das plantas
independentemente dos tratamentos de inoculagao.

3.5.3 Experimento de arroz cultivado em vasos conerra e inoculado com isolados
previamente selecionados

A analise dos dados do experimento realizado emwsyasostrou que houve interacao
entre tratamentos de inoculacdo e os gendtiposrde mo acumulo de massa seca da parte
aérea, rendimento de grdos, numero de graos cpeiganicula e massa de mil gréos
(Tabelas 22, 23 e 24). Para estes parametros,pastasdas plantas a inoculagdo com
bactérias diazotroficas foi dependente do gendtgpplanta de arroz. Em arroz, € comum se
observar diferenca na FBN entre os gendtipos al@igSHRESTHA e LADHA, 1996;
BALDANI et al., 2000), sugerindo que a associagdineeas plantas e as bactérias fixadoras é
controlada pelas plantas. Também, RETHATI et aQ0(2 estudando a associacdo de
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cultivares de arroz com. brasilensee H. seropedicasmbservaram que a inoculacdo de ambas
as bactérias aumentou a massa das raizes dassptagtee este efeito benéfico, devido a
inoculacéo, foi altamente dependente da cultivar.

Tabela 22 Acumulo de massa seca (g/planta) da parte a@azode genotipos de arroz,
inoculados com isolados deospirillum amazoneng®R218 e AR3122)Azospirillumspp.

(BR2113 e BF1358)Herbaspirillum spp. (AR1122 e AR1124) &phingomonasspp.
(AR2112) em vasos.

Zebu ... Cana Pingo Come -
Isolados Branco Arroz 70 Braquiéria Forte Dagua  Cru Bonanca IR42 Canastra  Média
AR1122 9,3ABb* 10,6Aa 6,5CDb 8,6BCb  8,2BCd 7,2BCbc  6,4CDa,9ABab 6,0Dbc 7,8
VR218 8,5Abc 8,2Abc 6,2Ab 8,4Ab 7,8Ad 8,2Aab  7,1Aa 6,3Ac  Aabh 7,6
AR1124 8,3ABbc  9,8Aab 5,7Db 8,3ABb 9,4Abc 6,7BCc 59CDa CDbc 4,7Dc 7,5
BF1358 7,6ABbc 6,7ABcd 6,2BCb 7,6ABb  8,7Acd 8,2ABbc 5,6Ca ,5MBc 5,3Chc 7,0
AR2112 6,8Ccd 9,6ABab 6,6Ch 7,8BCb 11,4Ac  6,6Cc 6,3Ca 6;7Chb6,1Chc 7,6
AR3122 6,8BCcd 7,7BCbc 7,4BCab  11,7Aa 8,7Bcd 6,5BCc  7,8BC&2CDab 6,8BChc 7,6
BR2113 6,1Dd 9,0ABbc  6,7CDab 9,2ABb 10,6Abc 8,4BCbc 6,1Da ,0C6 6,2Dbc 7,8
ZAE94 (controle g 7ap1e 74BCed  6,0Ch 9,8Mab  9,7ABbc 9.4ABab 61Ca  6.3Cc 4Ch 7.7
positivo) ) C ), Cf ) ,0Aa ) c ) al ,1Ca oLc C )
Testemunha
Nitrogenada 13,6Aba 11,3CDa 9,0DEa 11,8BCa 15,1Aa 10,2Ea 7,9Ea 10,4@%EDEa 11,0
(100Kg/ha).
Média 8,4 8,9 6,7 9,2 7,0 7,9 6,5 7,4 6,4
C.V. (%) 13,15

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculasa pattivares e minlsculas para procedimento deulag@o) nédo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 23 Producao de graos (g/vaso) de nove genotiposrde, anoculados com isolados
de Azospirillum amazonens¢VR218 e AR3122)Azospirillum spp. (BR2113 e BF1358),
Herbaspirillumspp. (AR1122 e AR1124)®phingomonaspp. (AR2112) em vasos.

Isolados Zebu Arroz 70 Braquiaria Cana P[r]go Come Bonanca  IR42 Canastra  Média
Branco Forte D’agua Cru
AR1122 5,7BCa* 8,1ABa 6,6BCb 6,6BCab  6,8BCab 6,4BCa 5,8BCa9,2Aab  4,8Cb 6,7
VR218 4,7Ca 6,6ABab  7,6ABab 8,0Aa 6,3ABCb  7,8ABa 5,5BCb ABB 5,7BCab 6,5
AR1124 6,0Aa 7,3Aab 7,1Aab 6,1Aab 6,5Ab 7,2Aa 5,2Ab 7,2Ab  2ABp 6,4
BF1358 6,8ABa 7,0ABab  7,0ABab 6,0ABab  5,1Bb 6,4ABa 4,8Bb  7AD, 5,5ABab 6,3
AR2112 6,7ABa  7,2ABab  7,0ABab 5,1Bb 5,6Bb 5,8Ba 5,6Bb 8[7Aa 6,5ABab 6,5
AR3122 5,6Ba 6,9ABab  7,6ABab 6,9ABab  5,4Bb 6,5Ba 6,2Bab A& 5,8Bab 6,7
BR2113 54ABa 7,4ABab 6,6ABb 6,3ABab  6,3ABb 7,2ABa  5,1Bb 7Al 6,2ABab 6,5
ZAE94 (controle
positivo) 6,1Ba 5,7Bb 7,2ABab 6,9ABab  6,2Bb 6,0Ba 5,4Bb 8,7Aab 59Bab 6,5
Testemunha

Nittogenada ~ 6,5Ca  7,0BCab  9,0Aba 73BCab 9,1ABa  63Ca  81BCa  10,7Aa BCh4 7.9
(100Kg/ha).

Média 59 7.0 73 6.6 6.4 6.5 538 8,5 57
C.V. (%) 15,71

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculas paltivares e mindsculas para procedimento deulagé@o) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 24 Gréaos cheios por panicula de nove gendtiposrde,anoculadas com isolados de
Azospirillum amazonensgVR218 e AR3122),Azospirillum spp. (BR2113 e BF1358),
Herbaspirillumspp. (AR1122 e AR1124)®phingomonaspp. (AR2112) em vasos.

Zebu Cana Pingo Come

Isolados Arroz 70 Braquiéria ' Bonanca IR42 Canastra Média
Branco Forte D’agua Cru

AR1122 71,0Aab* 61,0ABa 43,0BCh 57,3ABab 50,0BCh46,8BCbc 56,8ABa 36,3Ca 56,0BCa 53,11

VR218 52,5Ab 60,8Aa 45,5ABb 64,5Aa 52,5Abc 49,3ABbc 60,0Aa31,8Ba 60,5Aa 53,03

AR1124 56,5ABb 53,3ABa 50,5ABab 44,0ABb 59,8Aab 54,0ABb8,33\Ba 37,0Ba 47,8ABa 50,66

BF1358 67,5Aab 51,0ABa 54,5Aab 48,8ABab 52,3ABbc 62,3Aab8,0ABa 34,0Ba 49,8ABa 52,00

AR2112 61,3Ab 61,5Aa 58,8ABab 50,0ABab 41,0BCc 53,0ABbcOBTa 34,3Ca 59,5ABa 51,80

AR3122 82,0Aa 51,3BCa 54,3ABab 44,3Cb 69,3ABa 42,8Cc 58#%B 39,3Ca  56,3BCa 55,30

BR2113 60,3ABb 58,5ABa 52,3ABab 55,5ABab 46,0ABbc 66,5Aab9,0ABa 42,0Ba 53,3ABa 54,91

gﬁs'fié’jogcon“o'e 553Ab  548Aa  583Aab  51,0Aab  62,0Aab> PA3C 55 0aa  428Ma 505Ma 54,19

Testemunha 73,3Aa

Nitrogenada 60,3ABb 59,3ABa 68,5Aa 63,5Aab 60,8ABab 66,8Aa 41,3Ba 60,5ABa 61,55

(100Kg/ha).

Média 62,9 56,8 53,9 53,2 54,9 56,1 56,1 38,5 54,9

C.V. (%) 20,17

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculasa pattivares e mintsculas para procedimento deulag@o) nédo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para altura de plantas e numero de paniculas psw, v@do houve efeito dos
tratamentos de inoculacdo em nenhum dos gendétiposlaglos (dados ndo mostrados).
DILEEP et al. (1998) observaram que a inoculacao seudomonas fluorescenas arroz
cultivado sob condi¢cdes de campo e em casa deagggetaumentou a altura e biomassa das
plantas. JA VALAZCO e CASTRO (1999) observaramaueculacao de arroz, crescido em
casa de vegetacdo, col brasilenseaumentou a altura das plantas avaliada até adiase
iniciacado das paniculas. No entanto, no final @toaila cultura ndo foi observado efeito dos
tratamentos de inoculacao para este parametro.

O maior acumulo de massa seca da parte aéreaopasads genotipos foi observado
com adubacao nitrogenada de 100 kg N flabela 22). Os isolados AR1122 e AR1124 de
Herbasprillumspp., proporcionaram maior producdo de massa sacaaniedades Arroz 70 e
Zebu Branco, enquanto que para as variedades Braai Cana Forte, os isolados VR218 e
AR3122 deA. amazonensproporcionaram maior producao de matéria secareoaimento
igual ou superior a inoculagdo com a estirpe ZAB® cultivar IR42 os isolados AR1122 de
Herbaspirillumspp. e AR3122 d&. amazonensgroporcionaram a maior produgcao de massa
seca. Estes dois isolados proporcionaram maiorugémd massa seca da parte aérea para a
maioria dos genotipos testados, embora menor da tggemunha nitrogenada.

VALAZCO e CASTRO (1999) observaram que a inoculagio arroz comA.
brasilense cultivado em casa de vegetacdo aumentou a mesaala parte aérea. Também,
BISWAS et al. (2000), estudando rizobactérias pitomas do crescimento de plantas,
Rhizobium spp., Bradyrhizobium spp., Azospirillum lipoferum e Gluconacetobacter
diazotrophicusem condi¢des de casa de vegetacao, observaraalgyumeas das estirpes de
bactérias testadas estimularam o crescimento @aapl (massa seca), sendo o efeito da
inoculacio dependente das estirpes e variedadeplatass. GUIMARAES et al. (2003)
avaliando plantas de arroz crescidas em casa dgag@®, observaram efeito positivo no
acumulo de massa seca de plantas de arroz daadgi€larani aos 40 dias apos transplantio
das plantulas inoculadas com estirpeHeebaspirillum e Burkholderig mas nédo aos 70 e
130 dias ap0s o transplantio.

A analise de producgdo de grdos mostrou que a iag@&olcom o isolado AR1122 de
Herbaspirillumna variedade Arroz 70 apresentou uma producaesatss ggual a testemunha
nitrogenada (Tabela 23). Além disso, 0 mesmo isofadporcionou uma producdo de graos
igual ou superior aquela proporcionada pela esi#E94 para todos 0os genadtipos testados.
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Ja a inoculacdo dos isolados Ae amazonens&R218 e AR3122 resultaram em uma
producdo de gréos significativamente maior quanmloparada com a estirpe ZAE94, na
variedade Cana Forte e nos genotipos Arroz 70 alanrespectivamente. Nas variedades
Come Cru e Zebu Branco n&o houve diferenca entreat@mentos de inoculagcéo para
producdo de grdos e nem destes para a testemumbgenada (100 kg N Hy para a
producao de graos (Tabela 23).

Os efeitos da inoculacdo de plantas com bactéri@sotdoficas nem sempre se
refletem em aumento de producdo de graos no camREREIRA et al., 1988).
RAMAMOORTHY et al. (2000) observaram que a inocélagle sementes de arroz com
Azospirillumaumentou o vigor das plantas, embora isso na@ teminefletido na producéo de
graos. Ja BISWAS et al. (2000), em condicfes da dasvegetacdo, observaram que a
inoculacdo de sementes de arroz pré-germinadasestirpes dérhizobiumspp. aumentou a
velocidade de emergéncia, o acumulo de massa secglantas e proporcionou maior
eficiéncia de absorcdo de nutrientes. PRADHAN e MOH(1998) observaram que
inoculacdo de plantas de arroz cdin brasilense quando utilizou a metade da dose
recomendada de nitrogénio para a cultura do apozmorcionou aumento no vigor das
plantas aos 30 e 60 dias ap0s a inoculacdo e anmenproducdo de graos. Tambeém,
GUIMARAES et al. (2003) observaram aumento de i 2ha producio de grdos na
variedade Guarani inoculada com estirpedHdebaspirillum e Burkholderiag em condicfes
de casa de vegetacéo e campo.

A anélise do numero de graos cheios por panicuitrmoque o isolado AR3122 de
A. amazonensaumentou o numero de gréos por panicula na vaeedabu Branco e Pingo
D’agua, quando comparado com 0s outros tratamefgosoculacdo e com a testemunha
nitrogenada (Tabela 24). Ja nas variedades Caria Eo€Come Cru, esta mesma bactéria
promoveu uma reducdo no numero de graos cheiopgcula. O isolado VR218 d&.
amazonens@romoveu um maior nimero de graos por paniculanedade Cana Forte,
enquanto que nas variedades Braquiaria e Come @Graia namero de grdos por panicula
foi obtido com a testemunha nitrogenada (100 kgg®),HEm contraste, ndo houve efeito dos
tratamentos de inoculacdo para os genétipos A@pBdnanca, IR42 e Canastra (Tabela 24).

Pode-se observar pelas Tabelas 23 e 24 que asmndidéesr na producdo de gréaos
ocorreram principalmente, em funcdo do nimero degypor panicula. Este efeito pode ser
claramente observado na variedade Cana Forte ammutom o isolado VR218 da.
amazonensela o isolado AR2112 dgphingomonaspp. promoveu uma menor producdo de
graos e menor numero de gréos por panicula, esti#rieia ndo seja constante claro para
todos os tratamentos.

A analise da massa de mil grdos mostrou que hdeite da inoculacédo nos gendtipos
Zebu Branco, Braquiaria, e IR42 (Tabela 25). Oadol BR2113 deAzospirillum spp.
promoveu o desenvolvimento de grdos mais pesadosnmedade Zebu Branco, a estirpe
ZAE94 na variedade Braquiaria e o isolado VR21&damazonensea cultivar IR42. Nos
referidos genadtipos, como também, na variedade Gomgea massa de mil grédos foi maior
nas plantas inoculadas do que na testemunha nittdgg(100 kg N K. TRAN VAN et al.
(2000) observaram que a adubac&o com 0, 45 e BDh«} ndo afetou a massa de mil gréos,
sendo que a inoculagao cdaurkholderia vietnamiensiagumentou a massa de mil gréos
quando comparado com os tratamentos ndo inocul&03%INDARAJAN et al. (2008)
também observaram que a inoculagcé@ddiazotrophicusH. seropedicagA. lipoferume B.
vietnamiensisaumentou o peso de mil grdos em duas cultivarearme, sendo que este
parametro foi um importante componente de produgad.A et al. (2007) observaram em
trigo que a inoculacdo com bactérias diazotrofieaspentou a massa de 1000 sementes, no
entanto, o local de cultivo influenciou a respakiglanta.
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Tabela 25 Massa de 1000 gréaos (g) de nove genotipos de, anaculados com isolados de
Azospirillum amazonensgVR218 e AR3122),Azospirillum spp. (BR2113 e BF1358),
Herbaspirillumsp (AR1122 e AR1124) 8phingomonaspp. (AR2112) em vasos.

Isolados Zebu Branco Arroz 70 Braquiérgg::g Blyggo Come Bonanca IR42 Canastra Média
gua Cru
AR1122 27,7ABab* 26,4Ba 30,8Aab 27,1Ba 24,7BC36,9Ba  22,8Ca 21,8Cb 22,8Ca 26,7
VR218 27,9ABa 28,0ABa 31,2Aab  26,5Ba 25,0BCa 27,0Ba 22#8B26,6Ba 22,4Ca 26,4
AR1124 27,6ABab  26,4BCa 30,9Aab  28,2ABa 249Ca 27,5BCab5@8, 24,3CDab 23,2Da 26,2
BF1358 28,3ABa 27,0BCa 31,3Aab  27,3BCa 24,4CDa 27,2BCa4E23, 24,7CDab 23,6DEa 26,3
AR2112 26,1BCab  25,0BCa 30,8Aab  27,7ABa 23,2CDa 27,5ABa,9@Ra 23,9CDab 22,2Da 25,5
AR3122 28,1ABa 26,6Ba 30,6Aab 27,5ABa 249BCa 28,3ABa @a,3 23,1Cb 229Ca 26,0
BR2113 28,6Aa 26,5BCa 29,8Aab  27,6ABa 24,4CDa 24,0CDa (I3 23,1Db 23,2CDa 26,2

ZAE94 (controle 9,0Ba

26,8BCab  26,8BCa 32,5Aa 26,7BCa 24,7CDa 23,6CDa 21,9Db 23,0Da 26,1

positivo)

Testemunha 22Cb

Nitrogenada 24,3BCb 24,6BCa 28,5Ab 25,3ABa 22,9BCa 24,6BCa 21,9BCb 24,3BCa 24,2
(100Kg/h4).

Média 273 26.4 307 271 242 271 233 235 231

CV. (%) 5.99

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculas paltivares e mindsculas para procedimento deulagé@o) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para acumulo de nitrogénio na biomassa da paréa akxs plantas houve interacéo
entre tratamentos de inoculacdo e os gendtiposrde, aendo que o isolado VR218 Ae
amazonensee destacou em todos o0s genotipos testados. Qoensu variando entre 160 a
390 %, dependendo do gendtipo, em relacdo a testemmitrogenada que recebeu 100 kg de
nitrogénio hd (Tabela 26). O isolado AR1122 dderbaspirillum spp. se destacou nos
genotipos Cana forte, Zebu branco e Come cru, comeato de 150 % no nitrogénio
acomulado na biomassa em relacdo a testetemurrogemada. As cultivares melhoradas
Bonanca e Canastra apresentaram maior acumulo am Miomassa com a adubacéo
nitrogenada do que os tratamentos de inoculacaoesmecdo da inoculagcdo com o isolado
VR218.

N&o houve efeito dos tratamentos de inoculacdocdamalo de proteina nos graos
(Tabela 27), independentemente do genétipo daaglgnando comparado com a estirpe
ZAE94. Somente os graos provenientes do tratantestemunha nitrogenada, que recebeu
100 kg N hd, apresentaram maior teor de proteina. RODRIGUES.ef2007) n&o
observaram efeito significativo no acimulo de N go®os da cultivar IR42 inoculada com
diferentes isolados dA. amazonensem condi¢des de vasos. Também, FERREIRA et al.
(2003) ndo constataram aumento no acumulo de NdTaolbs grdos da cultivar IR42
inoculada conH. seropedicaem condi¢Bes de casa de vegetacdo, jA em condiedzsnpo
estes autores observaram aumento de 20% de niiogés graos com a inoculacao de
seropedicaaa mesma cultivar
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Tabela 26 Acumulo de nitrogénio (%) na biomassa de novéveukes de arroz inoculadas
com isolados dé&zospirillum amazoneng®R218 e AR3122)Azospirillumspp. (BR2113 e
BF1358), Herbaspirillum spp. (AR1122 e AR1124) 8phingomonasspp. (AR2112) em
vasos.

Isolados éebu Arroz 70 Braquiaria Cana Fortgl.r}go Come Bonanca [IR42 Canastra Média
ranco agua Cru
AR1122 0,70ABa 0,43CDb 0,48CDbc 0,56BCb 0,44CDb 0,66ABb38Db  0,46CDb  0,77Ac 0,54
VR218 0,84Da 0,98BCa 1,05Ba 0,78Da 0,81Da 1,66Aa 0,75Da 50Da 1,58Aa 1,02
AR1124 0,41ABbc 0,37CDb 0,43BCc 0,34Cc 0,35Cbc  0,53Abc 208 0,36Cbc 0,5ABde 0,40
BF1358 0,38ABbc 0,31ABb 0,37ABc  0,32ABc  0,38ABbc 0,32ABd,28Bb  0,34ABbc 0,45Ae 0,35
AR2112 0,36BCbc 0,33Cb 0,42ABCc 0,36BCc 0,32Cbc  0,52Abc36BCb 0,32Cbc 0,47ABde 0,38
AR3122 0,28Cc 0,32Cb 0,40CDc 0,30Cc 0,29Cc 0,53ABbc 0,29CB,33Cbc 0,61Ad 0,37
BR2113 0,33Cbc  0,35Cb 0,43BCc  0,30Cc 0,33Cbc  0,63Ab  0,330B,37BCbc  0,51ABde 0,40

ZAE94 (controle 551 0 30DEb  0,43BCDc  0,31DEc  0,32DEbc 0,56Bbc  0,28ED,45BCbc  0,92Ab 0,43

positivo)

Testemunha

Nitrogenada 0,47CDb  0,38Db 0,60BCb  0,38Cc 0,40Cbc  0,42Ccd 0,67Ba ®d1C 0,96Ab 0,52
(100Kg/hd).

Média 0,45 0,42 0,51 0,40 0,40 0,63 0,41 0,43 0,75

C.V. (%). 13,15

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculas paltivares e mindsculas para procedimento deulagé@o) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 27 Acamulo de proteina (%) nos graos de nove culivale arroz inoculadas com
isolados deAzospirillum amazonens@/R218 e AR3122)Azospirillum spp. (BR2113 e
BF1358), Herbaspirillum spp. (AR1122 e AR1124) 8phingomonasspp. (AR2112) em
vasos.

Zebu L Cana Pingo Come -
Isolados Branco Arroz 70 Braquiaria Forte D'4gua Cru Bonanca IR42 Canastra Média
AR1122 4,5*% 5,9 7,2 6,3 6,4 6,6 8,1 5,62 7,81 6,69b
VR218 6,4 6,8 6,6 5,6 54 6,2 7,3 6,87 7,11 6,41b
AR1124 6,1 6,1 7,2 6,8 5,8 6,0 8,2 5,54 7,11 6,48b
BF1358 6,4 5.8 6,7 58 6,1 6,1 7,5 5,62 7,42 6,39b
AR2112 6,6 6,4 7.3 6,1 5,9 7,2 7.2 5,23 7,30 6,57b
AR3122 6,6 6,0 6,9 5,8 6,6 7,1 7,2 5,56 6,81 6,51b
BR2113 6,1 55 6,9 7,1 6,5 6,4 8,2 5,31 7,27 6,57b
ZAE94 (controle ¢ ¢ 55 6.1 6.2 6.1 59 8,0 536 06 6,25b
positivo)
Testemunha 81 8,09
Nitrogenada 8,6 7,3 8,0 7,1 7,8 9,2 7,33 7,94a
(100Kg/ha).
Média 6,6CD 6,1DE 7,0BC 6,2DE  6,3DE 6,6CD 7,9A 5,8E 7,3AB
C.V. (%). 11,16

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculas paltivares e mindsculas para procedimento deulagé@o) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Todas as variedades apresentaram baixo teor deimaohos gréos, entre 6 e 7%,
independentemente dos tratamentos de inoculacdsmdeas variedades Arroz 70, Zebu
Branco e Braquiaria, que foram escolhidas por aptasem alto teor de proteina nos gréos
(>8%), contrastando com as variedades Come Crua Gamte e Pingo D’agua (6-7%)
apresentaram baixo teor de proteina nos graosiisdgeajue as plantas se desenvolveram em
condicbes de deficiéncia de nitrogénio. A difererggdre os genoétipos em relacdo ao
nitrogénio derivado da fixacao biologica pode sarsnevidente em condi¢gdes de baixo nivel
de nitrogénio no solo (PRADHAN e MOHAN, 1998). Esteito também foi observado por
NIEUWENHOVE et al. (2001) estudando a inoculacapldatas de arroz coszorhizobium
caulinodans em combinac&o com diferentes niveis de sacarongeogénio, em condi¢cdes de
casa de vegetacdo. Esses autores observaramégmiizatde diluicio isotépica deN, que
houve incorporacédo de;Nixado na biomassa das plantas inoculadas Aooaulinodansem
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condicées de baixo nivel de nitrogénio (20 kghha que, nesta condicdo, a perda de
nitrogénio foi menor que em condicées de alto rieehitrogénio (60 kg H3.

3.5.4 Avaliacdo do efeito da inoculagdo com bactés diazotroficas em diferentes
variedades de arroz cultivadas em condi¢cdes de camp

No experimento realizado em condicbes de campoargedade Cana Forte nao
completou o ciclo devido a falta de chuvas na tesenchimento dos gréos. Assim, a anélise
dos dados foi realizada somente com os genotipaz AO e Bonanca. A analise de variancia
mostrou que ndo houve interacdo entre gendtipesestapes inoculadas nas sementes para
nenhum dos parametros estudados. E possivel queadfo ao efeito residual de adubacéo
com nitrogénio em cultivos anteriores na area,desrd vista que a producéo obtida (mais de
3500 kg h&) foi muito superior & média nacional para arroseigueiro (1500 kg Fa

Pode-se observar que houve efeito dos tratameetasodulacédo no rendimento de
graos e no teor de proteina nos graos sem consalégatemunha nitrogenada (Tabela 28). A
inoculagdo com o isolado AR1122 Hebaspirillumspp. proporcionou uma maior producao
de gréos independentemente do genotipo produzidélo d& mais que a inoculagdo com a
estirpe ZAE94, apresentando o mesmo teor de peotads graos que a testemunha
nitrogenada (Tabela 28). Ja a inoculacdo com @adsoBR2113 dézospirillumspp. foi o
tratamento que apresentou a menor producao de, @$881 como, 0 menor teor de proteina
nos graos independentemente do gendtipo da planta.

Tabela 28 Produtividade de dois genotipos de arroz, sulglagih inoculacdo com estirpes de
Azospirillum amazonens@AR3122), Azospirillum spp. (BR2113),Herbaspirillum spp.
(AR1122) eSphingomonaspp. (AR2112) em condi¢cbes de campo.

Isolad Producéo (Kg . hH Biomassa seca (g)/planta Proteina (%)
solados

Arroz 70 Bonanca Média Arroz 70 Bonanca Média Arroz 70 &wa Média
AR1122 4336,2 5061,6 4698,9a 21,8 8,5 151a 8,75 8,25 8,50a
AR3122 3562,5 4884,7 42234ab 31,5 10,3 209a 8,50 6,75 2al3,6
AR2112 3006,4 5081,4 40439ab 24,8 10,8 17,8a 6,75 7,75 af@,25
BR2113 2550,5 4523,1 3536,8b 25,8 7,0 16,4a 6,50 6,50 6,50b

ZAE94 (controle 3365 4 50119  4187,7ab 205 10,5  155a 7,00 650  6,75b

positivo)
Testemunha

Nitrogenada 3931,5 4929,9 4430,7ab 26,5 8,3 17,4a 9,50 7,75 8,62a
(100Kg/hd).

Média 3458,3B 4915,4A 25, 1A 9,2B 7,83A 7,23A

C.V. (%) 14,61 22,22 14,31

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculaa paltivares e minUsculas para procedimento deulag@o) nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A analise de outros parametros agrondmicos mosfuneua inoculacdo nao afetou o
nimero de paniculas poryra massa de mil grdos e nem o nimero de grdopamicula
(Tabela 29). Embora ndo tenha havido diferencaifgigiiva para estes parametros, a
diferenca na producéo observada entre os tratamdatmoculacdo com a bactéria AR1122 e
BR2113 pode ter ocorrido em funcéo do maior ninderganiculas por fre do niimero de
gréos por panicula

Tabela 29 Dados médios de niimero de paniculas fommassa de mil grdos e nimero de
graos por panicula de plantas de dois gendtipoarde submetidos a inoculacdo com
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Azospirillum amazonensgAR3122), Azospirillum spp. (AR2113),Herbaspirillum spp.
(AR1122) eSphingomonaspp. (AR2112) em condi¢gbes de campo.

Isolados Numero de paniculas’m Massa de mil grédos N° de gréos por panicula
Arroz 70 Bonanca Média Arroz 70 Bonanca Média Arroz 70 &aa Média

AR1122 207 226 216a 28,692 24,982 26,837a 73 91 82a

AR3122 198 227 212a 25,907 25,067 25,487a 67 85 76a

AR2112 170 247 208a 27,497 24,190 25,844a 68 80 74a

AR2113 146 243 194a 25,497 25,977 25,640a 73 72 72a

o " 171 246 209a 29,647 25317 27837a 70 80 75a

Testemunha

Nitrogenada 175 243 209a 27,737 25,852 26,837a 75 75 75a

(100Kg/ha).

Média 178B 239A 27,46A 25,23B 71B 80A

C.V. (%) 18,09 7,18 9,12

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculaa paltivares e minisculas para procedimento deulagé@o) néo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em aveia, SALANTUR et al. (2005) observaram queim@nto de produgéo de gréos
em funcdo da inoculacdo com bactérias diazotrofmagevido ao aumento de paniculas por
m? e do nimero de grdos por panicula. No entanto, GIOXRAJAN et al. (2008)
observaram em arroz que o aumento de producdogtapdrorre em funcdo do aumento na

massa de mil graos.
A fixacdo biolégica de nitrogénio pelas bactérinsculadas pode néo ter sido o

principal fator que influenciou a resposta das falarmos tratamentos de inoculagdo. Outros
fatores podem ter influenciado, tendo em vista mpiexperimento em condi¢cdes de vasos,
embora tenha ocorrido efeito na producdo de gr&eie componentes, ndo houve efeito no
teor de proteina nos graos.

Entre os isolados estudados, AR1122 Hierbaspirillum spp. e AR3122 deA.
amazonenséoram 0s que se mostraram mais promissores paragper o crescimento de
plantas de arroz. Por outro lado, ndo foi observatigdo entre o alto teor de proteina nos
grados observado para algumas variedades tradisial®wiarroz do Maranhdo e a fixacao
biolégica de nitrogénio. No entando, novos estud@e necessarios para confirmar os

resultados.

3.6 Conclusodes

Houve efeito positivo da inoculacdo dependente dmoétipo vegetal, nos
experimentos em condi¢des de casa de vegetacadacanepo, sendo os isolados VR218Ade

amazonense AR1122 déderbaspirillumspp foram os mais promissores.
N&o houve relacdo entre o alto teor de proteinanzg variedades tradicionais de

arroz do Maranh&@o com a fixag&o biologica de nénig
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4 CAPITULO Il

EFEITO DA INOCULAS;AO COM BACTERIAS DIAZOTROFICAS NA
GERMINACAO E VIGOR DE SEMENTES ARROZ
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4.1 Resumo

Bactérias diazotroficas sédo freqientemente assxiadplantas de arroz, podendo
promover a germinagédo de sementes e o crescimergtadtas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a germinacao e o vigor de sementes de aroezladas com bactérias diazotroficas.
Para isso, foram instalados dois experimentos emdices de laboratorio. No primeiro, dois
lotes distintos de sementes de arroz da cultiv@4¥d0 foram inoculados com oito estirpes
de bactérias diazotréficas (Cd, ZAE94, M130, AR21BR2113, AR3122, AR1122 e
BF1358). No segundo experimento, sementes recémdesl da cultivar IR42 e da variedade
Zebu Branco, recém-colhidas, foram inoculadas ceiw astirpes de bactérias diazotréficas
(ZAE94, M130, AR2112, AR3122, AR1122 e BF1358). Alélisso, foram utilizados dois
tratamentos adicionais nos dois experimentos: alentom a turva umedecida com o meio de
cultivo estéril e sementes ndo inoculadas. Ostestag mostraram que a inoculacdo com as
bactérias AR1122, M130, BF1358, ZAE94 e AR3122 faueu a germinagdo das sementes
de arroz do lote que apresentava menor poder gatiore maior contaminacéo por fungos.
No segundo experimento, a inoculacdo com as bastdiazotroficas favoreceu a velocidade
de germinacdo das sementes das cultivar IR42 eadadade Zebu Branco, porém nao
proporcionou aumento da germinacao das sementesattonpoder germinativo e baixa
contaminacgao por fungos. Testesvitro mostraram que as estirpes BF1358, M130, AR1122
e ZAE94 apresentaram, respectivamente, elevadassefntagonicos ao fungéusarium
spp. isoladas das sementes de arroz.
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4.2 Abstract

Diazotrophic bacteria are frequently associated ilaint of rice Qryza sativy, and
could promove the seed germination and the groffiamts. The objective of this work was
to evaluate the rice seeds germination and theuvigs affected by the inoculation with
diazotrophic bacteria. Two experiments were condundaboratory conditions. In the first,
two lots of rice seeds of cultivar IAC4440 weredntated with eight strains of diazotrophic
bacteria (Cd, ZAE94, M130, AR2112, BR2113, AR318R1122 e BF1358). In the second
study, seeds of cultivar IR42 and the variety ZBbanco, recently harvested were inoculated
with six strains (ZAE94, M130, AR2112, AR3122, ARP1e BF1358). In both studies, there
were also two additional treatments (control wikle peat soilhumidified with a sterile
medium andseedswithout no inoculation). The results showed that ithoculation with the
bacteria AR1122, M130, BF1358, ZAE94 and AR3122taed the germination of rice seeds
of the lot stored four years and with low germiaatand high fungi contamination. In the
second experiment, the inoculation with the baatéavouredhe speed of seed germination
of cultivar IR42 and the variety Zebu Branco, aithb it did not increased seeds germination
with high germination and low contamination by fung vitro experimentshowed that the
strains BF1358, M130, AR1122 and ZAE94 producespeetively, the highest antagonistic
effects againgtusariumsp. isolated from rice seeds.
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4.3 Introducéo

Um numeroso e diverso espectro de bactérias didinats tem sido recentemente
isolado de plantas de arroz (ELBELTAGY et al., 2008egundo PENG et al. (2002) é
possivel que muitas destas bactérias associadpkariias de arroz estejam envolvidas na
promocdo do crescimento de plantas. A capacidadeapmlacdo de microrganismos
promover o0 crescimento de plantas envolve mecamisotono a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (HAN et al., 2005), a producao de fitahonios e, ou, a solubilizacao de fosfato e
o aumento na formacdo de pelos radiculares e, odprmacdo de raizes laterais
(RODRIGUEZ e FRAGA, 1999), a inibicdo do crescintente fungos e a inducdo de
resisténcia sistémica no hospedeiro (BEVIVINO et2005). Atualmente, alguns trabalhos
tém sido realizados no sentido de avaliar os agpdxtnéficos da associacdo de plantas com
bactérias diazotréficas com a germinacdo de seseRAMAMOORTHY et al. (2000)
observaram aumento na germinacdo de sementesaredardois lotes (com alto e baixo
vigor) inoculadas cormAzospirillum lipoferume Azospirillum brasilenseapos 14 dias de
instalacdo. Também, KARTHIKEYAN et al. (2007) aaalilo as sementes @atharanthus
roseus observaram que a inoculacdo da semente com idactbazotroficas Azospirillum
spp. eAzotobactespp.), isoladas da rizosfera e da raiz desta plaotaentou a percentagem
de germinacao, assim como o vigor e o acumulo dssangseca das plantulas em condicdes
gnotobioticas. Em soja, foi observado que a preseed/ethylobacteriumspp. estimulou a
emissdo de raiz primaria das plantulas ap6s 5Sddiasstalacéo devido a estimulo hormonal e
quebra de dorméncia (KOENIG et al., 2002). TambBARAZANI e FRIEDMAN (1999)
constataram que a maioria das bactérias isoladagaifera de plantas sdo produtoras de
fitohormonios. Fitohormonios s&o essenciais na dmwacdo de diferentes aspectos da
fisiologia de plantas, como germinacdo de semeatésrmacdo de raizes, dentre outros
(RAVEN et al., 2001). ARSEGO et al. (2006) obseanarque o tratamento de sementes de
arroz com giberelinas proporcionou o desenvolvimede plantulas com desempenho
superior. Plantulas vigorosas podem competir mdisieptemente, principalmente em
condicbes de estresse, por luz, nutrientes e &gtlagenciando no estabelecimento da
populacdo e na producdo de gréos (FAROOQ et d@6)2@ssim, a aplicagdo de bactérias
diazotréficas com o objetivo de melhorar a germéioage o estabelecimento das plantas de
arroz, pode ser uma tecnologia de baixo custo fdleaplicacdo. Nesse sentido, o objetivo
deste trabalho foi o de avaliar a germinacdo egorvide sementes de arroz, por meio da
inoculagdo com bactérias diazotroficas.

4.4 Material e Métodos

Foram conduzidos dois experimentos no LaboratégoAdalise de Sementes da
UFRRJ, com sementes de arr@ryza satival.), no ano 2007. No primeiro experimento,
foram utilizados dois lotes de sementes da cultive€ 4440, sendo que um deles
armazenado em camara localizada na Embrapa-CNPaAM®B, 15°C e 50% de umidade
relativa do ar por quatro anos (lote 1) e o outoym ano, nas mesmas condi¢des do lote 1
(lote 2). No segundo experimento, foram utilizadasnentes de arroz da cultivar IR42
(gendtipo 1) e da variedade Zebu Branco (gendétjpe@m colhidas da area experimental da
Embrapa Agrobiologia, no ano de 2007, em Seropgd@ida O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado em esquaitoadl (10 procedimentos de inoculagéo
x dois lotes no primeiro experimento e oito prooeehitos de inoculacdo x dois gendtipos no
segundo experimento) com quatro repeticbes. Oantiaitos consistiram da inoculacao das
sementes com o inoculante a base de turfa empregenbdactérias diazotroficas bem como
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de um tratamento somente com a turva umedecidaocmeio de cultivo estéril, denominado
de controle e o outro tratamento, sem o procedionel® inoculacdo, denominado de
testemunha. No primeiro experimento, foram utilesgds seguintes estirpes: Azospirillum
brasilenseCd, 2 -Herbaspirillum seropedicagAE94, 3 -BurkholderiabrasilensisM130 e
quatro isoladas da raiz de arroz que apresentatanpraducdo de compostos indolicos
vitro, em testes prévios, 4 Sphingomonaspp. AR2112, 5 A. brasilenseBR2113, 6 -
Azospirillum amazonensAR3122, 7 - Herbaspirilum AR1122 e 8 -Azospirillum sp.
BF1358. No segundo experimento, foram utilizadas H. seropedicaeZAE94, 2 - B.
brasilensis M130, 3 - Sphingomonasspp. AR2112, 4 -A. amazonenséR3122, 5 -
HerbaspirillumAR1122 e 6 Azospirillumsp BF1358.

As suspensdes bacterianas foram preparadas adeadirturas puras crescidas por 16
horas em meio Dygs sob agitacdo. Apds esse perdmncentracdo das células foi
determinada por meio da densidade 6tica em espaéimetro com comprimento de onda de
620 nm e foi ajustada para aproximadamenfec&lulas mr*. O inoculante foi preparado
adicionando 15 mL da suspenséo de cada bactérisaems de polietileno contendo 35 g de
turfa (previamente moida, seca, corrigida acidegterilizada). Apds o preparo, o inoculante
foi mantido em estufa a 30°C por 24 horas, em daeguealizou-se a contagem das células em
meio semi-solido por meio da técnica do Numero MRigvavel. O controle consistiu na
adicao de 15 mL do meio de cultivo estéril em e gurfa.

A inoculacdo das sementes foi realizada apds afdeticdo superficial das sementes
com hipoclorito de sédio a 1%, por dez minutos (GHe&t al.,, 1997) e em seguida, estas
foram lavadas por quatro vezes em agua destiladal es colocadas para secar em fluxo
laminar por duas horas. Estas sementes foram ewbasy utilizado uma proporcéo de 10 g do
inoculante por kg de semente, empregando uma sollee@oma arabica a 10% para fixar o
inoculante as sementes e, em seguida, colocadasgar a sombra antes da utilizacéo.

As sementes inoculadas foram submetidas aos tdstegerminacdo e de vigor
(primeira contagem de germinacao e classificac&optintulas). O teste de germinacéo foi
realizado seguindo as recomendacdes prescritasRegegs para Analise de Sementes
(BRASIL, 1992). As sementes foram distribuidas empgb germitest previamente
esterilizados e umedecidos com o volume de aguae2@s a massa do substrato. Os rolos de
papel com as sementes foram mantidos %€ Z®b 12 horas de luz. As avaliagées foram
realizadas aos cinco e aos 14 dias. Em conjunto esta teste foi realizado o teste de
primeira contagem de germinagado que constou nandesgdo da porcentagem de plantulas
normais, verificadas no quinto dia apos a instalagé teste também em conjunto, foi
realizado o teste de classificacdo de plantulaspl&stulas normais foram classificadas em
fortes e fracas (KRZYZANOWSKI et al., 1999). Os dadbtidos foram transformados em
raiz de (x + 0,5) e submetidos & andalise de vaaadccomparacao entre médias foi feita por
meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No primeiro experimento, as bactérias que mostraraior capacidade de inibir o
crescimento de fungos durante o teste de germinfopam submetidos a ensaios contra
Fusariumspp., que foram os fungos presentes em maiorigadetnas sementes analisadas e
que foram isolados durante a realizacdo do tesgeduinacdo. Para isso, foi utilizado um
meio rico (Dygs), colocando-se um disco de agaf,8ecm de didametro com crescimento
abundante dos fungos a 1,5 cm da borda da plac @utna extremidade uma estria da
bactéria (MELO et al., 1995), mais um tratamentoticde que recebeu apenas o disco com
crescimento do fungo sem presenca da bactéria. Aptes dias de incubacédo a 28°C e
fotoperiodo de 12 horas, o crescimento micelialnfiedido. O delineamento utilizado foi o
inteiramente ao acaso com quatro repeticbes panemto. Os dados foram submetidos a
analise de variancia, e as médias, comparadaséstrdg teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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4.5 Resultados e Discussao

No primeiro experimento, foi constatado que houmteracdo entre lotes e os
tratamentos de inoculagdo para germinacdo quandwamu o efeito dos tratamentos de
inoculacdo em dois lotes distintos de sementes, mrrenaneceram armazenadas por
diferentes periodos (Tabela 30). Assim para olptpie estava armazenado por mais tempo e
com menor valor de germinacdo (58%), houve aumelatogerminacdo das sementes
submetidas aos tratamentos de inoculagdo com é&ribacAR1122, M130, BF1358, Z94 e
AR1122, provavelmente devido a reducdo da contagamdlingica, como contatado pela
diminuicao da percentagem de plantulas anormagsideddas (Tabela 30).

Tabela 3Q Efeito da inoculagdo com bactérias diazotréfitagpercentagem de germinacao,

plantulas anormais deformadas, plantulas anormésdionadas em dois lotes de sementes
de arroz cv. IAC 4440.

Germinacéo Plantulas anormais Pléntula_s anormais
Tratamentos deformadas deterioradas

Lote 1 Lote2 Meédias Lote 1 Lote 2 Médias Lote1l Lote2 Mé&d
AR1122 89Aa* 96Aa 92 6Abcd 2Aa 4 5Ade 3Aa 4
M130 88Aa 93Aa 90 2Acd 3Aa 3 3Ae OAa 1
BF1358 84Bab 97Aa 91 2Ad 2Aa 2 2Ae OAa 1
ZAE94 80Bab 96Aa 88 6Abcd 3Aa 4 7Acde 1Ba 4
AR3122 67Bcd 98Aa 83 7Abcd 2Aa 4 18Aab OBa 9
AR2112 66Bde 95Aa 81 9Abcd 1Ba 5 13Aabc 2Ba 7
Cd 62Bde 99Aa 81 15Aab 1Ba 8 8Abcd OBa 4
BR2113 62Bde 93Aa 78 20Aa 3Ba 12 8Abcd 1Ba 4
Controle 58Bde 90Aa 74 16Aab 4Ba 10 19Aab 5Ba 12
Testemunha 50Be 94Aa 72 12abc 3Ba 7 24Aa 1Ba 12
Médias 71 95 9 2 10 1
C.V.(%) 4,71 41,64 38,02

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculas pates e minusculas para procedimento de
inoculag&o) nado diferem entre si pelo teste de yak&% de probabilidade.

Pela Tabela 31 e Figura 11 pode-se notar que lestédrias foram capazes de inibir o
desenvolvimento de fungo vitro, permitindo, assim, que as sementes germinassémome
Bactérias diazotréficas associadas as gramineasiddnnelatadas como importantes agentes
no biocontrole de patégenos nestas plantas (CAVARBLEt al., 2005; HAN et al., 2005).
Bactérias do complexBurkholderia cepaceagdo capazes de colonizar plantas de culturas
importantes como milho, arroz e trigo e séo impues antagonistas de patégenos do solo
podendo ser utilizadas em biocontrole coRnaariumspp. (BEVIVINO et al., 1998, 2005).
Para KIM et al. (1998fphingomonaspp. sédo freqientemente encontradas em sementes de
arroz e em outras partes desta planta, podenduilsgadas para o controle de patégenos em
arroz.

TRAN VAN et al. (2000) observaram qgeirkholderia vietnamiensiBVV75 inibe o
crescimento de varios fungos fitopatogénos. TamANDAKUMAR et al. (2001)
demonstraram que apenas uma aplicacdsdadomonaliuorescensa cultura do arroz
induziu resisténcia sistémica contra o fulRfozoctonia solanimpedindo o crescimento
miceliano e a incidéncia da doenca. J& SCHLOTER €1997) observaram antagonismo de

Rhizobium leguminosarubv trifolii quando inoculado em plantas leguminosas e ndo
leguminosas em casa de vegetagéao.
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Tabela 31 Inibicdo de crescimento micelial Besariumspp. por bactérias diazotroficas
mais controle sem inoculacdo. Médias de quatrdirgsjes.

Crescimento micelial (cm)

Tratamentos -
Fusariumsp.
Controle 6,4a*
H. seropedica@ AE94 5,3b
Herbaspirillumsp. AR1122 5,0bc
Burkholderia brasilensi#1130 4 ,5cd
Azospirillumspp. BF1358 4,2d
C.V.(%) 5,85

* Médias seguidas por letras iguais ndo diferemeesitpelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 11. A) inibicdo do crescimento micelial de Fusariymp.goor Burkholderia brasilenis
M130 e B) controle.

J4, para as sementes do lote 2 que apresentaisdni@icte 90% de germinacdo apos
dois anos de armazenamento, ndo houve efeito a@snentos de inoculacdo na germinacgao
e percentagem de plantulas anormais (deterioradatoemadas) (Tabela 30). Em relagédo a
avaliacao do vigor nao foi constatado efeito décapfio dos tratamentos de inoculagdo com
as bactérias no vigor das sementes do lote 1,aadwealpelo teste primeira contagem de
germinacao (Tabela 32). Pelo teste de classificdgd@lantas independentemente do lote, as
sementes submetidas a inoculacdo com a bactérid2Z8Rpresentaram maior vigor, ou seja,
maior percentagem de plantulas normais fortes (besenvolvidas). No entanto, LEE et al.
(2006) trabalhando com bactérias metilotroficas gémero Methylobacteriume outras
bactérias Enterobacter spp. e Burkholderia spp.) diazotréficas constataram que estas
bactérias foram capazes de produzir compostos idoddh vitro e que o tratamento de
sementes de arroz com estas bactérias favorecerajarminacdo e a velocidade de
germinacdo de sementes de arroz. Também, BISWAS €000), observaram aumento do
coleoptilo e da radicula de sementes de arroz iadas com estirpes dhizobiumspp. apos
120 horas de incubacao a 30°C no escuro. Ja RAMARITHY et al. (2000) ap0s remocao
das sementes contaminadas, observaram que a ig@culie sementes de arroz com
Azospirillumspp. aumentou a germinacao das sementes de ardgdlotes com diferentes
niveis de vigor, aos 14 dias, embora isso ndo teamafletido na producdo de gréos.
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Tabela 32 Dados médios, em percentagem, de plantulas nomaamimeira contagem de
germinacdao, e de plantulas normais (fortes e fyadatglas de dois lotes de sementes de arroz
da cv. IAC 4440, apos inoculacdo com bactériasotli@ficasmais os tratamentos testemunha

e controle.
Primeira c_onta~gem de Plantulas normais fortes Plantulas normais fracas

Tratamentos germinacao

Lote1 Lote?2 Médias Lotel Lote2 Médias Lotel Lote?2 Méd
AR1122 19Ba* 31Abcd 25 30 52 4labc 56Aab 43Aab 49
M130 17Aa  21Ac 19 27 48 38bc 60Aa 43Bab 51
BF1358 21Aa  23Abc 22 33 50 42abc 46Aab  42Aab 44
ZAE94 26Ba 37Aabc 31 38 65 52ab 43Aab  35Aab 39
AR3122 27Aa  30Aabc 29 38 67 532 30Ab 26Ab 28
AR2112 27Aa 34Aabc 30 29 50 40abc 40Aab 46Aa 43
Cd 20Aa  25Abc 22 28 52 40abc 32Aab 43Aab 37
BR2113 19Ba 35Aabc 27 25 60 42abc 38Aab 34Aab 34
Controle 22Aa 29Aabc 26 25 43 34c 34Bb 47Aa 40
Testemunha 19Ba 43Aa 31 23 58 40abc 28ADb 37Aab 32
Médias 21 31 29B 55A 40 39
C.V. (%) 12,23 10,36 11,21

*Médias seguidas por letras iguais (mailsculas p#es e mindsculas para procedimento de inocujagao

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de pribtate.

No segundo experimento, ndo houve interacdo enatantentos e genoétipos na
percentagem de germinacdo de sementes de arrozavphmente devido a baixa
contaminagcdo por fungos, como constatados pelaemagem de plantulas anormais

deterioradas (Tabela 33). No entanto, os tratarsesioinoculacdo com todas as bactérias
aumentaram o vigor, avaliado pelo teste de prinmrdgagem de germinacdo, das sementes
do G1 e das sementes do G2 com excecdo da babifal2, este efeito também foi

observado pelo teste de classificacdo de plantotassipalmente para as bactérias BF1358 e
AR3122 (Tabela 34)

Tabela 33 Dados médios, em percentagem, de germinacdo e &dulpls anormais
(deformadas e deterioradas) obtidas de sementsislgenostipos de arroz IR42 (G1) e Zebu

Branco (G2), apos inoculagdo com bactérias diaicadimais os tratamentos controle e
testemunha.

Plantulas anormais Plantulas anormais

Tratamentos Germinagao deformadas deterioradas
Gl G2 Médias Gl G2 Médias Gl G2 Médias
BF1358 99 93 96a* 0 3 2a 0 3 2a
AR3122 97 95 96a 2 4 3a 0 3 2a
AR1122 96 89 93a 2 7 bab 0 0 Oa
ZAE94 93 88 91a 7 8 8ab 0 1 la
M130 91 92 92a 8 6 7ab 0 0 Oa
AR2112 90 91 9la 6 6 6ab 1 1 la
Controle 95 86 9la 4 11 8ab 3 3 3a
Testemunha 93 88 91a 4 9 7ab 0 4 2a
Médias 94 90 4B 7A 1A 2A
C.V.(%) 2,84 45,23 60,86

*Médias seguidas por letras iguais (mailsculas pargtipos e minasculas para procedimento de ingaa)
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% degtilidade.
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Tabela 34 Dados médios, em percentagem, de plantulas nemaaprimeira contagem de
germinacao e de plantulas normais (fortes e frachsidas de sementes de dois gendtipos de
arroz IR42 (G1) e Zebu Branco (G2), apos inoculag@m bactérias diazotroficas mais 0s
tratamentos controle e testemunha.

Primeira contagem de

. i Plantulas normais fortes Plantulas normais fracas
Tratamentos germinacao

G1 G2 Médias G1 G2 Médias G1 G2 Médias
BF1358 60Aa* 51Aa 56 74Aa 59Ba 67 25Ab 34Aa 30
AR3122 57Aab 46Aa 52 61Aabc 57Aa 59 36Abc  38Aa 37
AR1122 43Abc  51Aa 47 51Abcd 53Aab 52 45Aab  35Aa 40
ZAE94 56Aab 50Aa 53 62Aab 56Aa 59 31Abc  32Aa 32
M130 53Aab 48Aa 50 57Aabc 52Aab 55 34Abc  40Aa 37
AR2112 40Abc  37Aab 39 62Aab 47B 55 26Bb 44Aa 36
Controle 29Ad 36Aab 33 42Ad 44Aab 43 53Aa 42Aa 47
Testemunha 32Ad 27Ab 29 46Acd 40Ab 43 47Aab  48Aa 48
Médias 45 44 56 51 37 39
C.V. (%) 8,22 6,68 9,91

* Médias seguidas por letras iguais (mailsculaa ganétipos e minusculas para procedimento de lzgi)
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% degfilidade.

No entanto, em sementes@eroseusKARTHIKEYAN et al. (2007) observaram que
quando inoculadas com bactérias diazotroficagzogpirillum spp. e Azotobacterspp.),
isoladas da rizosfera e da raiz desta planta, @pi@sm maior percentagem de germinagao e
de vigor. Também em soja, foi observado que a iagéo de sementes com
Methylobacteriumspp., estimula a emissédo de raiz primaria do prom&o quinto dia das
sementes, devido a estimulo hormonal (KOENIG ¢t28l02). O efeito na germinacao sao
atribuidos a capacidade destes microrganismos eduzgr fitohormdénios que aumentam a
atividade de enzimas como amilases (RAMAMOORTHYakf 2000). A habilidade de
Azospirillum spp. em reduzir os efeitos de déficit de hidrico ssmentes de cereais sob
estresse osmotico ou salino, também séo atrib@idas capacidade de produzir giberelinas
(CREUS et al., 2004).

4.6 CONCLUSOES

A inoculagdo com as bactérias AR1122, M130, BF1Z%&94 e AR3112 favoreceu
a germinacao das sementes de arroz com menor geaeinativo e maior contaminacao por
fungos.

A inoculacdo com as bactérias diazotréficas faveuecvelocidade de germinacdo das
sementes das cultivar IR42 e da variedade ZebucBrambora ndo tenha proporcionado
aumento da germinacdo de sementes com maior pedaingitivo € menor contaminacao por
fungos.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Foram isoladas bactérias diazotréficas que foramupaglas de acordo com a
caracterizagdo morfolégica e pela técnica de ARDEMO pertencentes aos géneros
Azospirillum Herbaspirillume Burkholderia

Foram encontrados isolados bacterianos eficiersggaducao de acido indol-acético
e capazes de fixar,Nportanto apresentam potencial para promover scicnento vegetal
quando inoculado em plantas.

Houve efeito positivo da inoculacdo dependentes g#motipo vegetal, nos
experimentos em condi¢des de casa de vegetacacanepo.

N&o foi observada relacdo entre o alto teor deeprat observado em algumas
variedades tradicionais de arroz do Maranhéo ctiragdo bioldgica de nitrogénio

Bactérias diazotroficas, principalmerarkholderia,possuem potencial para controle
de patdgenos em sementes.
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ANEXOS

Anexo A. Resumo da analise de variancia para os dadosodagdo de compostos inddlicos
por isolados dézospirillumspp., isolados da raiz (R) e da parte aérea (BA)éd variedades

de arroz crescidas em solo provenientes de trédidades no Maranhdo (A = Arari, B=
Bacabal e V = Vitoria do Mearim) avaliados pelo odét colorimétrico.

Anexo B. Resumo da andlise de variancia para os dadose deratlucdo de compostos
inddlicos por isolados da&zospirillum amazonensisolados da raiz (R) e da parte aérea (PA)
de diferentes variedades de arroz crescidas em mol@nientes de duas localidades no
Maranh&o (A = Arari e V = Vitéria do Mearim) avalias pelo método colorimétrico.

Anexo C. Resumo da analise de variancia para os dados(oeubb massa seca da parte
aérea, numero de paniculas, % de sementes choadttasias por paniculas massa de mil
sementes de 23 genotipos de arroz.

Anexo D. Resumo da analise de variancia para os dadosimeuto de massa seca em 11
variedades de arroz inoculadas com diferentesdsslde bactérias diazotréficas dos géneros
Herbaspirillume Azospirillum

Anexo E Resumo da analise de variancia para os dadosimeudb de massa seca em 11
variedades de arroz inoculadas com bactérias didivats do génerBurkholderia

Anexo F.Resumo da analise de variancia para os dadosudeudr de massa seca da parte
aérea (MSP), altura de plantas (Altura), produgd@idos (Producdo), niumero de panicula
por vaso (NPAN), nimero de sementes por panicuPjNmassa de 1000 grdaos (MMS) e
acumulo de proteina em diferentes genotipos de amozulados com bactérias diazotroficas
em condi¢des de vaso.

Anexo G. Resumo da andlise de variancia dos dados de &midaumassa seca da parte
aérea, producdo de grédos, altura de plantas, nuleepaniculas por fre nimero de grdos
por panicula de dois genétipos de arroz submetda®culacdo com diferentes bactérias
diazotréficas em condi¢cdes de campo.

Anexo H. Resumo da analise de variancia para os dad@stiode germinacdo em sementes
de dois lotes arroz da cultivar IAC 4440, em fungédalistintos procedimentos de inoculagao
com bactérias diazotroficas.

Anexo I. Resumo da analise de variancia para os dadosstibde germinacdo em sementes
de arroz das cultivares IR42 e Zebu branco, emaunge distintos procedimentos de
inoculacéo com bactérias diazotroéficas.

Anexo J. Resumo da analise de variancia para os dadashiedo do crescimento micelial
deFusariumsp. causado por bactérias diazotroficas.

Anexo K. Todos os isolados de bactérias diazotroficasdobtide amostras de solo
proveniente de trés municipios do estado do Maranha
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Anexo A. Resumo da analise de variancia para os dadosodagdo de compostos inddlicos
por isolados dé&zospirillumspp., isolados da raiz (R) e da parte aérea (BA)d variedades

de arroz crescidas em solo provenientes de tr@&didades no Maranhdo (A = Arari, B=
Bacabal e V = Vitoria do Mearim) avaliados pelo odét colorimétrico.

Quadrado médio

Fontes de variacéo GL
Mg/mL MM/ ug
Isolado 38 11238.072921** 0.315119*
Residuo 199 240.797633 0.066094**
C.V. (%) 32,57 96,15

** significativo a 1%.

Anexo B. Resumo da andlise de variancia para os dadose deratlucdo de compostos
inddlicos por isolados da&zospirillum amazonensisolados da raiz (R) e da parte aérea (PA)
de diferentes variedades de arroz crescidas em molenientes de duas localidades no
Maranh&o (A = Arari e V = Vitéria do Mearim) avalias pelo método colorimétrico.

GL Quadrado médio
Fontes de variacéo
Mg/mL UM/ g
Isolado 38 20421.418329** 0.632864**
Residuo 199 369.097874 0,222116
C.V. (%) 13,90 76,21

** gignificativo a 1%.
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Anexo C. Resumo da analise de variancia para os dados(oeudb massa seca da parte
aérea, numero de paniculas, % de sementes choottasias por paniculas massa de mil
sementes de 23 gendtipos de arroz.

Quadrado médio

Fontes de Teor de N
variacao Massa seca N° de paniculaN® de grdos por Massa de .
Altura p x na parte Proteina
(g9/ planta) por planta panicula 1000 gréos aérea

Trat. 22 364,2299** 1295,6375** 28,54249** 1618,91666**,7@5675** 0,10602** 2,430636**

Residuo 69 4,594573 15,880627 1,387681 234,446970 0,00984005081 0,338808

C.V. (%) 11,16 3,78 18,46 20,20 3,78 13,61 7,10

** gignificativo a 1%.

Anexo D. Resumo da analise de variancia para os dadosimheuto de massa seca em 11
variedades de arroz inoculadas com diferentesdeslde bactérias diazotréficas dos géneros
Herbaspirillume Azospirillum

Quadrado médio

Fontes de variacéo GL
PS
Variedade (V) 11 0,003901**
Isolado (1) 10 0,001319**
VXl 110 0.000084ns
Residuo 396 0,000110
C.V. (%) 28,00

** gignificativo a 1%.
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Anexo E Resumo da analise de variancia para os dadosimheutd de massa seca em 11
variedades de arroz inoculadas com bactérias didimais do génerBurkholderia

Quadrado médio

Fontes de variagao GL
PS
Variedade (V) 11 0,001118**
Isolado (1) 10 0,000517*
VXl 110 0.000083ns
Residuo 396 0,000110
C.V. (%) 25,06

** gignificativo a 1%.

Anexo F. Resumo da analise de variancia para os dados(theuo de massa seca da parte
aérea (MSP), altura de plantas (Altura), produgdadios (Producgdo), numero de panicula
por vaso (NPAN), nimero de sementes por panicukPjNmassa de 1000 graos (MMS) e
acumulo de proteina em diferentes genétipos de amozulados com bactérias diazotréficas
em condicdes de vaso.

Quadrado médio

Fontes de

variagdo GL x .
MSR MSP Altura Producgéo NPAN NSP MMS Proteina

Bloco 3 18,003501** 0,529855ns 153,11214* 2,584080ns 81&0ns 128,92489ns 2,39551ns 0,594537ns

Isolado (1) 8 33,272863** 154,6017* 58,80729ns 8,7548313,540223** 365,8194** 16,22414** 8,84220**
Variedade (V) 8 69,004772* 90,17337** 9263,0937* 272Bb6** 171,2831** 1646,4513* 231,5199**  14,84599**
IxV 64 5,812919* 31,83595** 34,38541ns 2,109089* 1(RBOns 187,5503** 4,766668** 0,68446ns

Residuo 240  2,519817 24,333430 35,310185 1,111310 1,077182,725309  2,394498 0,551651

C.V. (%) 16,33 13,15 7,20 15,71 20,17 16,82 5,99 11,16

ns = nao significativo; ** significativo a 1%.
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Anexo G. Resumo da andlise de variancia dos dados de &midaumassa seca da parte
aérea, producdo de grédos, altura de plantas, nuleepaniculas por fre nimero de grdos
por panicula de dois gendtipos de arroz submetda®culacdo com diferentes bactérias
diazotréficas em condi¢cdes de campo

Quadrado médio

Fontes de variagdo GL Massa seca por Rendimento Altura N° de pf;miculas N° de g’réos por
planta m panicula

Bloco 3 95,225775** 5528,815746ns 1456,6600** 4674,24305 1618,916667**

Isolado (1) 5 32,752547ns 12256,036007* 62,388889ns 729833ns 87,833333ns

Variedades (V) 1 3048,301880** 254809,780724** 8809 AB7* 44469,18750** 1064,083333*

IxV 5 35,048186 3794,03030ns 90,459222ns 1826,58750ns 41,433333ns
Residuo 33 14,490866 3740,862637 154,724275 1421,136995 34,446970
C.V. (%) 22,22 14,61 9,12 18,09 20,20

ns = nao significativo; * significativo a 5%; **gificativo a 1%.

Anexo H. Resumo da analise de variancia para os dadastiode germinacdo em sementes
de dois lotes arroz da cultivar IAC 4440, em fungédalistintos procedimentos de inoculagéo
com bactérias diazotroficas.

Quadrado médio

Fontes de

s GL Plantulas Plantulas Primeira A A
varagao Germinacéao anormais anormais Sementes contagem de Plantulas Plantulas
¢ . . mortas 2~ «. hormais fortes normais fracas
deformadas infeccionadas germinagéo

Estirpes (E) 9 1,459606** 2,636889** 4,390853** 2,420789 1,153397** 1,555268** 2,698348**

Lotes (L) 1 37,637110*  37,092876**  70,645701*  56,20204 16,394438**  79,653908**  0,055768ns

ExL 9 1,254174*  2,467298** 2,563969** 1,306347* 0,8A6¢ 0,487190ns 1,277952*
Residuo 60 0,183121 0,780498 0,61110 0,542014 0,383565 39804 0,496366
C.V. (%) 4,71 41,64 38,02 33,70 12,23 10,36 11,21

ns = nao significativo; * significativo a 5%; **gificativo a 1%.
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Anexo |. Resumo da analise de variancia para os dadosstibde germinacdo em sementes
de arroz das cultivares IR42 e Zebu branco, eméamnge distintos procedimentos de

inoculagdo com bactérias diazotroficas.

Quadrado médio

Fontes de A A L A
o GL Plantulas Plantulas Primeira A Plantulas
variagao Germinagdo anormais anormais S;:gret:g;es contagem de nolrarlr?z?itsu}gftes normais
deformadas infeccionadas germinacao fracas
Estirpes (E) 7 0,126722ns 2,680404* 0,214286ns

Variedade (V) 1 0,701823** 6,166821* 0,12500ns

0,6139414,426993** 2,480723**  2,243566**

3,202415n 0,004760ns  2,298822**  0,476776ns

ExV 7 0,0733330ns  0,725202ns 0,339286ns 0,404052ns 43560 0,383214ns  1,115959**
Residuo 48 0,074627 0,969823 0,416667 0,539260 0,292037 240657 0,373958
C.V. (%) 2,84 45,23 60,86 67,48

8,22 6,68 9,91

ns = nao significativo; * significativo a 5%; **aificativo a 1%.

Anexo J. Resumo da analise de variancia para os dadashiedo do crescimento micelial
deFusariumsp. causado por bactérias diazotroficas.

Fontes de variagéo GL Quadrado médio
Tratamento 5 3,924417*
Residuo 18 0,09639
C.V. (%) 5,85

** gignificativo a 1%.
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Anexo K. Todos os isolados de bactérias diazotroficasdobtide amostras de solo
proveniente de trés municipios do estado do Maranha

Ndmero C(’)d_igo Cédigo Ndmero C(’)o!igo Cdédigo Novo Numero C(’)d_igo Codigo
antigo Novo antigo antigo Novo

1 All ARM-ID-1 51 A31 ARM-ID-51 101 A3l ARM-ID-101
2 All ARM-ID-2 52 B33 BRM-ID-52 102 A3l  ARM-ID-102
3 D11 VRM-ID-3 53 B33 BRM-ID-53 103 A31 ARM-ID-103
4 A22 ARM-I1D-4 54 A33 ARM-ID-54 104 D32 VRM-ID-104
5 A13 AFM-ID-5 55 A33 ARM-ID-55 105 D32 VRM-ID-105
6 B12 BRM-ID-6 56 A31 ARM-ID-56 106 D32 VRM-ID-106
7 All ARM-ID-7 57 A31 ARM-ID-57 107 D32 VRM-ID-107
8 B11 BRM-ID-8 58 A32 ARM-ID-58 108 D32 VRM-ID-108
9 A21 ARM-ID-9 59 A32 ARM-ID-59 109 D32 VRM-ID-109
10 Al12  ARM-ID-10 60 B33 BFM-ID-60 110 B32 BRM-ID-110
11 All  ARM-ID-11 61 B33 BFM-ID-61 111 B32 BRM-ID-111
12 B12 BRM-ID-12 62 A32 ARM-ID-62 112 B32 BRM-ID-112
13 B22 BRM-ID-13 63 A32 ARM-ID-63 113 A32  ARM-ID-113
14 All  ARM-ID-14 64 B31 BRM-ID-64 114 A42  ARM-ID-114
15 A21  ARM-ID-15 65 B31 BRM-ID-65 115 A42  ARM-ID-115
16 B13 BFM-ID-16 66 A32 ARM-ID-66 116 A42  ARM-ID-116
17 B13 BFM-ID-17 67 A32 ARM-ID-67 117 A4l  ARM-ID-117
18 B11 BRM-ID-18 68 B32 BRM-ID-68 118 A4l  ARM-ID-118
19 B11 BRM-ID-19 69 B32 BRM-ID-69 119 B42 BRM-ID-119
20 B12 BRM-ID-20 70 A3l ARM-ID-70 120 B41 BRM-ID-120
21 All  ARM-ID-21 71 A3l ARM-ID-71 121 A4l  ARM-ID-121
22 B12 BRM-ID-22 72 B33 BFM-ID-72 122 A4l  ARM-ID-122
23 Al12  ARM-ID-23 73 B33 BFM-ID-73 123 A4l  ARM-ID-123
24 All  ARM-ID-24 74 A31 ARM-ID-74 124 B42 BRM-ID-124
25 B13  BFM-ID-25 75 A31 ARM-ID-75 125 A4l  ARM-ID-125
26 B13 BFM-ID-26 76 A31 ARM-ID-76 126 A4l  ARM-ID-126
27 B13  BFM-ID-27 77 A31 ARM-ID-77 127 B42 BRM-ID-127
28 Al12  ARM-ID-28 78 A3l ARM-ID-78 128 A4l  ARM-ID-128
29 Al13  AFM-ID-29 79 A31 ARM-ID-79 129 A4l  ARM-ID-129
30 All  ARM-ID-30 80 B32 BRM-ID-80 130 B41 BRM-ID-130
31 Al13  AFM-ID-31 81 B32 BRM-ID-81 131 A4l  ARM-ID-131
32 B11 BRM-ID-32 82 B31 BRM-ID-82 132 B42 BRM-ID-132
33 All  ARM-ID-33 83 B31 BRM-ID-83 133 B41 BRM-ID-133
34 B12 BRM-ID-34 84 A31 ARM-ID-84 134 A42  ARM-ID-134
35 B13 BFM-ID-35 85 A31 ARM-ID-85 135 B43  BFM-ID-135
36 A32  ARM-ID-36 86 B32 BRM-ID-86 136 A42  ARM-ID-136
37 A32  ARM-ID-37 87 B32 BRM-ID-87 137 B42 BRM-ID-137
38 B31 BRM-ID-38 88 B33 BFM-1D-88 138 B41 BRM-ID-138
39 B31 BRM-ID-39 89 B33 BFM-ID-89 139 A42  ARM-ID-139
40 A3l  ARM-ID-40 90 A31 ARM-1D-90 140 B41  BRM-ID-140
41 A3l ARM-ID-41 91 A31 ARM-ID-91 141 A42  ARM-ID-141
42 B31 BRM-ID-42 92 A32 ARM-ID-92 142 B41  BRM-ID-142
43 B31 BRM-ID-43 93 A32 ARM-ID-93 143 B42 BRM-ID-143
44 B32 BRM-ID-44 94 B31 BRM-ID-94 144 A4l  ARM-ID-144
45 B32 BRM-ID-45 95 B31 BRM-ID-95 145 B41 BRM-ID-145
46 B31 BRM-ID-46 96 A32 ARM-ID-96 146 B41 BRM-ID-146
47 B31 BRM-ID-47 97 A32 ARM-ID-97 147 D41  BRM-ID-147
48 A32  ARM-ID-48 98 A31 ARM-ID-98 148 D43  VFM-ID-148
49 A32  ARM-ID-49 99 A31 ARM-ID-99 149 D43  VFM-ID-149
50 A3l ARM-ID-50 100 A31 ARM-ID-100 150 D41  VRM-ID-150
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Anexo K. Continuacéo.

Namero Cdbdigo antigo  Cdadigo Novo Namero Cddigo antigo  Cdédigo Novo
151 D41 DRM-ID-151 201 AR1125 ARM-HE-201
152 D43 VFM-ID-152 202 BR2126 BRM-HE-202
153 D41 VRM-ID-153 203 AR211 ARM-AZ-203
154 D41 VRM-ID-154 204 AR212 ARM-AZ-204
155 D43 VEM-ID-155 205 VR113 ARM-AZ-205
156 D41 VRM-ID-156 206 AR114 ARM-AZ-206
157 D41 VRM-ID-157 207 AR215 ARM-AZ-207
158 D41 VRM-ID-158 208 A216 ARM-AZ-208
159 D43 VFM-ID-159 209 BR117 ARM-AZ-209
160 D41 VRM-ID-160 210 AR218 ARM-AZ-210
161 D41 VRM-ID-161 211 AR319 ARM-AZ-211
162 D52 VRM-BU-162 212 BR2111 BRM-AZ-212
163 D51 VRM-BU-163 213 A2112 ARM-SP-213
164 D51 VRM-BU-164 214 B2113 BRM-AZ-214
165 B51 BRM-BU-165 215 BF2227 BFM-AZ-215
166 A52 ARM-BU-166 216 AR2128 ARM-AZ-216
167 A51 ARM-BU-167 217 AR2129 ARM-AZ-217
168 B51 BRM-BU-168 218 AR2130 ARM-AZ-218
169 B51 BRM-BU-169 219 AR1131 ARM-AZ-219
170 B51 BRM-BU-170 220 AR2132 ARM-AZ-220
171 B51 BRM-BU-171 221 AR1133 ARM-AZ-221
172 A51 ARM-BU-172 222 VR1134 VRM-AZ-222
173 A51 ARM-BU-173 223 AR1135 ARM-AZ-223
174 A52 ARM-BU-174 224 VF2236 VFEM-AZ-224
175 A52 ARM-BU-175 225 BR2137 BRM-AZ-225
176 A51 ARM-BU-176 226 BR1138 BRM-AZ-226
177 A52 ARM-BU-177 227 BR1139 BRM-AZ-227
178 A52 ARM-BU-178 228 AR2140 BRM-AZ-228
179 D51 VRM-BU-179 229 AR2141 ARM-AZ-229
180 D51 VRM-BU-180 230 BR1142 BRM-AZ-230
181 D51 VRM-BU-181 231 A2111 ARM-AM-231
182 A51 ARM-BU-182 232 AF22 AFM-AM-232
183 A53 AFM-BU-183 233 AR213 ARM-AM-232
184 B53 BFM-BU-184 234 AR214 ARM-AM-234
185 B-53 BFM-BU-185 235 AR215 ARM-AM-235
186 A51 ARM-BU-186 236 AF226 AFM-AM-236
187 B53 BFM-BU-187 237 VF227 VFEM-AM-237
188 B51 BRM-BU-188 238 VR218 VRM-AM-238
189 B53 BFM-BU-189 239 VR219 VRM-AM-239
190 A51 ARM-BU-190 240 AR2110 ARM-AM-240
191 D2231-3A VFM-HE-191 241 VR2111 VRM-AM-241
192 VR2116 VRM-HE-192 242 VR2112 VRM-AM-242
193 VR2117 VRM-HE-193 243 VF2213 VFM-AM-243
194 A2231-2C AFM-HE-194 244 VR2114 VRM-AM-244
195 VR1119 VRM-HE-195 245 VF2215 VFEM-AM-245
196 AR2120 ARM-HE-196 246 VR2116 VRM-AM-246
197 AR1121 ARM-HE-197 247 AR2117 ARM-AM-247
198 AR1122 ARM-HE-198 248 AR3118 ARM-AM-248
199 AR1123 ARM-HE-199 249 VR3119 VRM-AM-249
200 AR1124 ARM-HE-200 250 VR3120 VRM-AM-250
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Anexo K. Continuacéo.

Namero Cdbdigo antigo  Cdadigo Novo Namero Cddigo antigo  Cdédigo Novo
251 AR3121 ARM-AM-251 295 D5131-2B VRM-BU-295
252 AR3122 ARM-AM-252 296 B5231-2B VFM-BU-296
253 AR3123 ARM-AM-253 297 D5131-1A VRM-BU-297
254 AR3124 ARM-AM-254 298 A5141-1B ARM-BU-298
255 VR3125 VRM-AM-255 299 B4231-2C BFM-BU-299
256 VR3126 VRM-AM-256 300 A5141-1B ARM-BU-300
257 AR3127 ARM-AM-257 301 A5231-1B AFM-BU-301
258 AR2128 ARM-AM-258 302 A5131-2B ARM-BU-302
259 A312-2B ARM-ND-259 303 A511-1B ARM-BU-303
260 A3131-2B ARM-ND-260 304 A511-1A ARM-BU-304
261 A312-2A ARM-ND-261 305 A5142-1B ARM-BU-305
262 B312-1A BRM-ND-262 306 A512-1B ARM-BU-306
263 B3152-2C BRM-ND-263 307 A5132-1A ARM-BU-307
264 B312-3A BRM-ND-264 308 A5132-1A ARM-BU-308
265 B3231-1C BFM-ND-265 309 A5132-1B ARM-BU-309
266 D3131-1C VRM-ND-266 310 A512-1A ARM-BU-310
267 D3231-1B VFM-ND-267 311 B5131-1B ARM-BU-311
268 A4141-1B ARM-ND-268 312 B4231-2C BFM-BU-312
269 A411-1A ARM-ND-269 313 B521-1C BFM-BU-313
270 A4141-4D ARM-ND-270 314 B5231-2B BFM-BU-314
271 A4142-4A ARM-ND-271 315 B512-1B BRM-BU-315
272 A421-2A AFM-ND-272 316 B5142-4B BRM-BU-316
273 A4141-1A ARM-ND-273 317 B512-2A BRM-BU-317
274 A4231-1B AFM-ND-274 318 B5142-4A BRM-BU-318
275 A4131-2B ARM-ND-275 319 B512-2B BRM-BU-319
276 A4141-3A ARM-ND-276 320 A5142-3A ARM-BU-320
277 A4131-1A ARM-ND-277 321 B5132-1A BRM-BU-321
278 A4231-3A AFM-ND-278 322 D512-2A VRM-BU-322
279 B4231-2A BFM-ND-279 323 D5131-1B VRM-BU-323
280 B411-1B BFM-ND-280 324 D5132-3A VRM-BU-324
281 B4231-3B BFM-ND-281 325 D5132-3A VRM-BU-325
282 B4231-1B BFM-ND-282 326 D512-2A VRM-BU-326
283 B4231-1B BFM-ND-283 327 D512-1A VRM-BU-327
284 D3141-1A VRM-ND-284 328 D5131-1A VRM-BU-328
285 B411-2A BRM-ND-285 329 A5231-2B AFM-BU-329
286 D4131-2A VRM-ND-286 330 A5141-1B ARM-BU-330
287 D4131-2A VRM-ND-287 331 A5141-1B ARM-BU-331
288 A5141-1B ARM-BU-288 332 A5141-1D ARM-BU-332
289 A511-1A ARM-BU-289 333 A5231-1B AFM-BU-333
290 A5231-1B AFM-BU-290 334 A511-1B ARM-BU-334
291 A511-1B ARM-BU-291 335 A511-1A ARM-BU-335
292 D5131-1B VRM-BU-292 336 A4231-2C AFM-BU-336
293 A5131-1B ARM-BU-293 337 B5131-1C ARM-BU-337
294 B521-1C BFM-BU-294 338 D5131-1A VRM-BU-338
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