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RESUMO

SILVA, Esdras. Isolamento e Sele¢do bactérias diazotroficas em cultivares de arroz
recomendadas para o plantio no Estado do Rio de Janeiro. 2014. 61p. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropedica, RJ, 2014.

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos principais alimentos da populacdo mundial, pois atende a
grande parte das necessidades protéicas e caldricas do ser humano. A cultura do arroz no
Estado do Rio de Janeiro passou por profundas mudancas o que refletiu na diminuicéo da area
plantada e consequente queda de producdo. Na década de 60, a area cultivada no Estado,
chegou a mais de 80 mil ha, atualmente, ndo passa de 1,4 mil ha plantados, produzindo cerca
de 4,3 mil toneladas de grdos, o que corresponde a menos de 1% da safra nacional. Para
diminuir o custo de producdo e aumentar a produtividade do arroz no Estado do Rio de
Janeiro, algumas alternativas tém sido estudadas. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo isolar, caracterizar e selecionar bactérias diazotréficas do género Azospirillum e
Herbaspirillum associadas a cultivares de arroz recomendadas para o plantio no Estado do
Rio de Janeiro e avaliar o efeito da inoculacdo desses isolados nessas cultivares. Foram
obtidos 39 isolados de bactérias diazotroficas associadas as cultivares BRS TROPICAL e
EPAGRI-109. Destes foram selecionados 18 isolados com melhores resultados de atividade
da reducdo de acetileno (ARA), testadas quanto a producdo de compostos indélicos,
solubilizacdo de fosfato e producdo de sideréforos. Dos isolados testados foram obtidos
isolados pertencentes aos géneros Azospirillum; Herbaspirillum; Paenibacillus; Ideonella; e
Pseudomonas. Os isolados selecionados com as melhores caracteristicas de promocdo de
crescimento vegetal (PCV) in vitro, foram utilizados em um bioensaio em condigéo
gnotobidticas e em um experimento casa de vegetacdo. As estirpes mais eficientes no
experimento gnotobidtico promoveram incrementos de até 31% na massa seca das plantas
devido a inoculacdo. Nesse experimento foram selecionados dois isolados mais promissores e
testados, juntamente com estirpes padrfes em casa de vegetacdo. O experimento em casa de
vegetacdo constou com tratamentos de inoculacao, diferentes doses de Nitrogénio (N) (30, 60,
90 e 120 kg de N ha') e o uso das cultivares EPAGRI-109 e BRS TROPICA. Dos
tratamentos de inoculacdo a estirpes EP4-1L de A. amazonense, o inoculante comercial
AZOTOTAL e a estirpe e Sp245 de A. brasilense aumentaram significativamente a producéo
de panicula na cultivar EPAGRI-109 em 19,8%, 23,9 % e 39,9% respectivamente, na dose de
30 kg de N ha™.

Palavras-chave: Fixagéo biologica de nitrogénio. Promotores de crescimento vegetal.



ABSTRACT

SILVA, Esdras. Isolation and selection of diazotrophic bacteria in rice cultivars
recommended for cropping in the Rio de Janeiro state. 2014. 61p. Dissertation (Master
Science in Agronomy, Soil Science) Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014

Rice (Oryza sativa L.) is one of the main foods of the world population that provide most of
the protein and caloric needs of human beings. Rice cultivation in the State of Rio de Janeiro
has undergone profound changes which resulted in a decrease in planted area and consequent
production loss. In the 60’s, the cultivated area in Rio de Janeiro State reached more than 80
thousand hectares, but nowadays cultivation area is just of 1.4 thousand hectares, producing
about of 4.3 tons of grains corresponding to less than 1 % of the national crop. To reduce
production costs and increase the productivity of rice in the Rio de Janeiro State some
alternatives have been studied. In this context, this work aimed to isolate, characterize and
select diazotrophic bacteria of the genus Azospirillum and Herbaspirillum, associated with
rice cultivars recommended for cropping in the Rio de Janeiro State and to evaluate their
inoculation effects. A total of 39 diazotrophic bacteria isolates associated with BRS
TROPICAL and EPAGRI TROPICAL-109 were obtained. Then 18 isolates were selected
based on results of acetylene reduction assay (ARA), indolic compounds production,
phosphate solubilization and siderophores production. Among them there were found isolates
belonging to the genera Azospirillum, Herbaspirillum, Paenibacillus, Ideonella and
Pseudomonas. The isolates that showed in vitro the best plant growth promotion (PCP)
characteristics were used in experiments at gnotobiotic condition and in greenhouse. The most
efficient strains used in gnotobiotic condition promoted increments up to 31% on the dry mass
of plants due to inoculation. Based on the data of this experiment there were selected two
promising isolates to evaluate in greenhouse experiments, using some reference strains as
standard. The greenhouse experiment treatments consisted of inoculation, nitrogen fertilizer
doses (N) (30, 60, 90 e 120 kg de N ha™) and cultivars EPAGRI-109 and BRS TROPICAL.
The inoculation treatments with strain EP4-1L of A. amazonense, the commercial inoculant
AZOTOTAL and the A. brasilense standard strain Sp245 showed significant increase of the
production of panicles in EPAGRI-109 rice variety in 19.8%, 23.9% and 39.9%, respectively,
at a dose of 30 kg N ha™.

Key words: Plant growth promoters. Biological nitrogen fixation
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1. INTRODUCAO

Dentre os cereais o0 arroz (Oryza sativa L.) desempenha um importante papel na
nutricdo de mais da metade da populacdo mundial. Estima-se que esse cereal contribua com
aproximadamente 20% da energia e 15% da proteina que é consumida pelo homem nos cinco
continentes (KENNEDY & BURLINGAME, 2003). Devido a sua longa histéria de cultivo e
selecdo em diversos ambientes, o arroz adquiriu uma vasta gama de adaptabilidade e
tolerancia, de modo que ele pode ser cultivado em diferentes ambientes tanto de varzeas a
cultivo em terras altas.

O Brasil é 0 9° maior produtor de arroz do mundo, sendo a maior parcela de sua
producdo proveniente dos ecossistemas de varzeas dos Estados do sul do pais, as quais sdo
irrigadas por inundacdo. O Estado do Rio de janeiro apesar de ser um dos maiores
consumidores de arroz, ndo figura entre os maiores produtores brasileiros dessa cultura. No
Brasil, na safra 2012/2013, o arroz foi plantado em 2,4 milhGes de hectares, produzindo cerca
de 11,85 milhdes de toneladas com uma produtividade média de 4,8 toneladas por hectare. O
arroz produzido no estado do Rio de Janeiro corresponde a menos de 1% da safra nacional,
aproximadamente 4,3 mil toneladas (CONAB, 2014).

A cultura do arroz no Estado do Rio de Janeiro passou por profundas mudancas com
reflexos na érea plantada. Em 1960 a producdo de arroz no Estado do Rio de Janeiro foi de
117,3 mil toneladas, porém, em 1995 esses valores haviam sido reduzidos em mais de 71%,
concomitante com uma reducdo de 87% da area plantada. Uma das possiveis causas para 0
desinteresse pela Orizicultura no Estado do Rio de Janeiro foi o aumento do custo de
producdo da cultura (AMORIM NETO & ANDRADE, 2008).

A producdo de arroz € dependente principalmente de fertilizantes quimicos, os quais
apresentam custos elevados e alta capacidade de poluir o meio ambiente. Uma alternativa para
a substituicdo de parte desses insumos esta no uso de microorganismos que possam exercer no
sistema solo-planta algumas fun¢des importantes como: fixacdo bioldgica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfatos, producdo de fitohorménios, sequestro de ferro por sideroféros,
controle bioldgico de pragas e doencas e outras fung¢fes benéficas a planta.

Estudos tém demonstrado que as bactérias diazotréficas, além de contribuirem com
parte do N requerido pela cultura de arroz via fixacdo biol6gica de nitrogénio (FBN), possuem
outras caracteristicas de promotores do crescimento vegetal, o que podem agregar beneficios a
planta via interacdo planta-bactéria (ARAUJO et al., 2013; ESTRADA et al., 2013).

Com a recente demanda para producdo mais sustentavel e em consonancia com as
politicas governamentais do Programa de Agricultura de Baixo Carbono (ABC), torna-se
premente a busca de alternativas de manejo sustentaveis que visem mitigar os efeitos
causados pelo uso intensivo dos solos com cultivos agricolas.

Esse trabalho teve como objetivo isolar e selecionar bactérias diazotroficas associadas
as cultivares de arroz, EPAGRI-109 e BRS TROPICAL recomendadas para o plantio no
Estado do Rio de Janeiro e avaliar o efeito da inoculagdo de bactérias diazotroficas (BD), dos
géneros Azospirillum e Herbaspirilum nessas cultivares.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A Cultura do Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos principais alimentos da populacdo mundial, é
cultivado e consumido em todos os continentes e destaca-se pela producdo, area de cultivo, e
caracteristicas nutricionais, que confere a este cereal um papel estratégico tanto no aspecto
econdmico quanto social. O género Oryza, pertencente a familia Poaceae (gramineae), é uma
cultura anual, monocotiledénea e semi-aquatica que engloba entorno de 23 espécies.
Dispersou-se pelo mundo todo, e é considerada uma espécie polifilética. Atualmente a espécie
Oryza sativa encontra se subdividida em trés subespécies, indica, japonica e javanica
(PEREIRA, 2002; FAO, 2014).

A producdo mundial de arroz em 2013 foi de 744,9 milhdes de toneladas (496,6
milhGes de toneladas, beneficiado), sendo que mais da metade dessa producdo é oriunda do
sistema de cultivo irrigado e concentrada no continente Asiatico (FAO, 2014). No Brasil, o
plantio esta classificado em dois sistemas, o plantio “de varzea” e plantio “de terras altas”. De
acordo com o manejo hidrico, estes sistemas de plantios podem ser subdivididos em: a)
sistema irrigado por inundacdo; b) sistema com irrigacdo ndo controlada; c) sistema de varzea
umida; d) sistema de sequeiro tradicional e sistema de sequeiro sob irrigacdo suplementar por
aspersdo (GUIMARAES E SANT ANA, 1999).

No Brasil, na safra 2012/2013, o arroz foi plantado em 2,4 milhGes de hectares,
produzindo cerca de 11,85 milhdes de toneladas com uma produtividade média de 4,9
toneladas por hectare. O Brasil ocupa atualmente o 9° lugar da producdo mundial, o estado do
Rio Grande do Sul é o maior produtor nacional. O estado do Rio de janeiro, apesar de ser um
dos maiores consumidores de arroz, ndo figura entre os maiores produtores brasileiros da
cultura (CONAB, 2014; MAPA, 2014).

Quanto a importancia da cultura no Estado do Rio de Janeiro, as regides onde
tradicionalmente se planta arroz sdo: norte, noroeste e baixadas litoraneas do Estado. Os solos
mais utilizados para a cultura tem sido os Argissolos localizados em varzeas Umidas
(AMORIM NETO & ANDRADE, 2008, LIMA & ZONTA, 2013).

A cultura do arroz no Estado do Rio de Janeiro passou, por profundas mudangas, com
reflexos na area plantada. A area cultivada no Estado ja chegou a mais de 80 mil ha na década
de 60 (AMORIM NETO et al., 1999). Hoje de acordo com dados da CONAB (2014), na safra
2012/2013, a area destinada ao plantio deste cereal foi de 1,4 mil ha, produzindo 4,3 mil
toneladas de gréos.

Uma das possiveis causas para o desinteresse pela Orizicultura no Estado do Rio de
Janeiros foram os aumentos do custo de producdo da cultura e os baixos pregos praticados, 0
que levou muitos produtores a abandonarem o cultivo de arroz conforme citado por Amorim
Neto & Andrade (2008). Segundo estes autores, a orizicultura no Rio de janeiro s6 trarad
retorno econdémico aos produtores quando se conseguir reduzir os custos de produgdo da
cultura, por meio de medidas como, 0 uso de cultivares resistentes as doencas e adaptada a
regido de plantio, assim como o uso da adubacdo adequada.

A orizicultura requer uma grande quantidade de nutrientes para sua producdo. Um dos
fatores que mais limita a produgdo de arroz é a baixa disponibilidade de nitrogénio (N) nos
solos caracteristicos dessa cultura, devido as perdas caracteristica dos sistemas de producéo,
ocorridas por desnitrificacdo, volatilizacdo da aménia e lixiviacao de nitrato (DOBEREINER,
1997; JEYABAL E KUPPUSWAMY, 2001; PEREIRA, 2002; CHOULHURY &
KENNEDY, 2005).



2.2. Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV)

As perdas de fertilizantes sintéticos podem ser minimizadas através de diferentes
mecanismos, como por exemplo, a diminuicdo da quantidade aplicada e o aumento da
eficiéncia na utilizacdo do nutriente. Como uma dessas alternativas estd o uso de
microrganismos com caracteristicas promotoras de crescimento vegetal, que podem atuar em
diferentes mecanismos auxiliando a planta na captacdo de nutrientes e consequente
diminuicdo do impacto ambiental gerado pela utilizacdo excessiva de fertilizantes sintéticos
(CHOULHURY & KENNEDY, 2005).

As BPVC podem ser encontradas em habitats naturais colonizando o interior e exterior
de dérgdos vegetais, nos quais exercem algumas fungdes benéficas como: controle biol6gico de
pragas e doencas, fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, producdo de
fitohormonios, diminuicdo de estresse salino e, indiretamente por exercer antagonismos a
fungos patogénicos mediados pela producdo de diversos compostos como, por exemplo:
siderdforos, quitinase e antibidticos (DOWNING et al., 2000; BALDANI et al., 2002; LEE et
al., 2004; VIDEIRA, 2008, FIGUEREDO et al., 2010, ROJAS-TAPIAS, et al, 2012;
ESTRADA et al., 2013).

2.2.1. Fixacao biologica de nitrogénio

O Nitrogénio é o nutriente mais abundante na atmosfera, corresponde a
aproximadamente 78% da fracdo gasosa do ar atmosférico na forma de N, um gas inerte, que
ndo reage quimicamente nas condi¢cdes naturais. Este elemento ndo estd prontamente
disponivel nos solos, e sua entrada nos sistemas biologicos ocorre de trés formas distintas:
através do arraste, pela chuva, de 6xidos de nitrogénio produzidos na atmosfera por descargas
elétricas, que representa 10% da contribuicdo global, através da producdo de adubo pela
industria de fertilizante devido ao processo industrial Haber—Bosch de transformacdo de N,
em NH; que contribui com 25% da contribuicdo global e a fixagdo biolégica de nitrogénio
(FBN) (BACA et al., 2000; SOUZA & FERNANDES, 2006).

No caso da FBN a contribuicdo global corresponde a 60%, sendo este processo, 0
maior responsavel pelo fornecimento de nitrogénio disponivel nos solos para a nutricdo de
plantas. A FBN € um processo complexo que ocorre em algumas células procariotas, bactérias
e cianobactérias, as quais sdo capazes de transformar o N molecular (N;) em NH; (BACA et
al., 2000; BALDANI & BALDANI, 2005; KRAISER et al, 2011).

A conversdo enziméatica do N, a amdnia é catalisada pela nitrogenase, um complexo
enzimético redox-ativo altamente conservado em bactérias diazotroficas de vida livre ou
simbioticas. A forma mais comum de nitrogenase, conhecida como Mo-nitrogenase ou
nitrogenase convencional que corresponde a um heterotetrdmero formado por duas
subunidades, a dinitrogenase e a dinitrogenase redutase. A dinitrogenase é composta por duas
subunidades, sendo a subunidade o aquela que contem o sitio ativo para a reducdo do
nitrogénio no qual se liga um cofator composto de molibdénio, ferro e enxofre, chamado de
FeMo-cofator. Alguns microrganismos contém nitrogenases ditas alternativas, onde o Mo é
substituido pelo Vanadio (V) ou Ferro (Fe) na biossintese do cofator (REIS et al.,2006;
FRANCHE, 2009).

A enzima nitrogenase é extremamente versatil, pois além de transformar o N, em
amonia, ela também catalisa a reducéo de varios outros substratos, tais como o acetileno. Em
funcdo disto, a atividade de reducdo do acetileno (C,H,) a etileno (C,H,), tem particular
importancia no estudo dos sistemas fixadores de N, servindo como base de uma técnica para
estimar indiretamente a atividade da nitrogenase (BODDEY et al,1990; STOLTZFUS et al.,
1997; MOREIRA E SIQUEIRA, 2002).



Os fertilizantes nitrogenados ndo sdo utilizados eficientemente em muitas partes do
mundo o que pode acarretar grandes perdas para o ambiente por volatilizacdo e lixiviacdo
desse nutriente causando degradacdo ambiental. Estudos tém apresentado consideracdes sobre
a contribuicdo dos sistemas biologicos e o aporte de N via fertilizantes sintéticos e
demonstrando que entrada de fertilizantes sintéticos nitrogenados em sistemas agricolas
mundiais é abaixo da fixacdo bioldgica global estimada em 175 Tg N (milhdes de Mg),
bastante significativa, chegando a 82 Tg de N (milhdes de Mg). Enquanto a eficiéncia do uso
de fertilizantes nitrogenados foi estimada em aproximadamente 50% (MOSIER, 2002).

A cultura do arroz remove grandes quantidades de N para seu crescimento e producao
de gréos que pode variar de 16-17 kg para a producdo de uma tonelada de arroz em casca,
incluido a palha. Por isso, o fornecimento de nitrogénio assume uma particular importancia
para a cultura do arroz, assim como a associacdo desta cultura com diversas bactérias
fixadoras de nitrogénio, que podem contribuir com parte do nitrogénio requerido pela planta
(CHOULHURY & KENNEDY, 2005).

Em plantas de arroz, muitos géneros de bactérias diazotroficas tém sido isolados nos
ultimos anos, como Azospirillum, Herbaspirillum, Burkhoderia e Sphingomonas. Muitos
trabalhos em regides tropicais tém demonstrado resultados positivos da inoculacdo destes
diazotrofos em muitas variedades, seja ela irrigada ou de sequeiro (BALDANI et al., 2000;
TRAN VAN et al, 2000; BALDANI & BALDANI, 2005; RODRIGUES et al, 2006;
RODRIGUES et al, 2008; PEDRAZA et al., 2009; ARAUJO et al, 2013).

Dentre o0s géneros supracitados Azospirillum e Hebaspirillum assumem vital
importancia em estudos de inoculacdo e quantificacdo da FBN na cultura de arroz. As espécie
Azospirillum brasilense e Hebaspirillum seropedicae foram isoladas associadas cereais de
importancia alimentar, incluido o arroz (BALDANI, 1984; BALDANI et al., 1986,
BALDANI & BALDANI, 2005).

A primeira espéecie de Azospirillum foi descrita em 1925 e em 1976 houve o primeiro
relato de isolamento associado a gramineas Tropicais por Dobereiner e Day. (BASHAN e
LEVANONY, 1990). As bactérias do género Azospirillum sdo capazes de colonizar a raiz dos
vegetais. Por isso sdo chamadas associativas, como é o caso de A. brasiliense e A. lipoferum
(TARRAND et al., 1978), A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983).

A espécie H. seropedicae foi isolada de milho, trigo e arroz em 1984 em Seropedica,
RJ, é uma bactéria endofitica capaz de associar-se a uma ampla gama de plantas incluido o
arroz e participar na promocao do crescimento desse vegetal (BALDANI et al., 1986;
BALDANI et al, 2000; BALDANI & BALDANI, 2005).

Trabalhos de inoculacdo de bactérias dos géneros Azospirillum e Hebaspirillum em
plantas de arroz tém demonstrado resultados bastante interessantes como: crescimento da
parte aérea e ramificacdes radiculares. Aumento no numero de perfilho, producdo de gréos e
N-total dos grdos (DIDONET et al., 2003; GUIMARAES et al., 2003; FERREIRA et
al.,2010; ISAWA et al., 2010; PUNSCHKE & MAYANS, 2011).

2.2.2. Producgéo de auxinas

As plantas usam grande variedade de moléculas reguladoras para a realizacéo de suas
funcdes vitais, incluindo esterdides e peptideos, sendo o sinergismo, antagonismos e balango
quantitativo, ferramenta do vegetal para o controle de suas funcgbes de crescimento,
diferenciacéo e desenvolvimento. Fitohormonios séo classificados em cinco classes de acordo
com suas fungBes nas plantas, sdo eles auxinas, acido abscisico, citocininas, etileno e
giberelinas. Estes compostos sdo importantes reguladores de crescimento e mediam na planta
as respostas a estresses bidticos e abiodticos (TEALE et al., 2006; SANTNER et al, 2009).



As auxinas sdo um grupo importante de fitormonios, 0 nome auxina do grego
"crescer", se refere a uma classe de pequenas moléculas que apresentam a capacidade de
induzir resposta de crescimento em plantas. Elas regulam a embriogénese, a diferenciacao de
Orgdos, arquitetura de raizes e parte aérea, a dominancia apical, tropismos entre outras (TAIZ
e ZEIGER, 2006).

O é&cido indol-acético (AIA) é a auxina mais abundante e um fitohorménio
indispensavel capaz de regular diversos aspectos do desenvolvimento da planta (TEALE et
al., 2006). A diversidade de fun¢des que tem o AlA nas plantas é refletida pela complexidade
de sua biossintese, transporte e vias de sinalizacdo. E sintetizado a partir do triptofano através,
de pelo menos, duas vias: a da via triptamida (TAM) e a do indol-3-piruvato (IPA)
(SANTNER et al, 2009). Nas bactérias, as vias metabolicas predominantes sdo: a via do
indol-3-acetamida (IAM) e a do indol-3-piruvato (IPA) (SPAEPEN, 2009).

Neste contexto as bactérias sintetizadoras de acidos indolicos, assumem grande
importancia em ensaios de inoculagcdo com plantas e, tem-se buscado isolados eficientes e
capazes de produzir este hormonio, visando uma possivel aplicacdo das bactérias em diversas
culturas. Estudos tém revelado grande variabilidade entre as estirpes quanto a capacidade de
produzir auxinas. Estas estirpes quando inoculadas em plantas podem promovem o aumento
do crescimento vegetal em relagéo aos tratamentos controle (ASGHAR et al., 2002; KHALID
et al., 2004; KUSS et al, 2007; RICHARDSON et al, 2009).

2.2.3. Solubilizacdo de fosfatos inorganicos

O fésforo (P) depois do nitrogénio é o segundo nutriente mais exigido pelas plantas,
pois participa de varios processos metabdlicos, como a transferéncia de energia, fotossintese,
respiracdo celular e, € o constituinte fundamental do ATP (Adenosina Trifosfato) o principal
composto de transferéncia de energia do metabolismo. Porém no solo o P é o nutriente menos
prontamente disponivel para a assimilacdo pelas plantas. Mesmo quando fertilizantes sdo
aplicados, a maior parte do P adicionado é adsorvido em coldides do solo e torna-se néo
disponivel na forma de compostos de baixa solubilidade, que ndo propiciam uma contribuicédo
imediata para a producéo vegetal. (ARAUJO & MACHADO, 2006).

A solubilizacdo de fosfatos é uma caracteristica apresentada por muitas bactérias e
fungos do solo em associacdo com a rizosfera de diferentes espécies de plantas. Esses
microrganismos desenvolveram processos metabolicos que sdo efetivos na solubilizacdo e
mineralizacéo do P a partir de formas pouco disponiveis de fésforo inorganico como as rochas
fosfaticas e organicas como a matéria organica. Os processos metabolicos envolvidos na
solubilizacdo e mineralizacdo de P incluem a excrecdo de ions de hidrogénio, a liberacdo de
anions orgéanicos, producgdo de siderdforos e liberacdo de fosfatases (RICHARDSON et al.,
2001).

Varios géneros bacterianos sdo relatados com capacidade de solubilizacdo de fosfatos
inorganicos in vitro como Pseudomonas, Aeromonas, Klebsiella, Enterobacter, Bacillus,
Citrobacter, Shigella, Exiguobacterium, Cornybacterium, Vibrio, Micrococcus, Alcaligenes,
Micrococcus, Pantoea, inclusive géneros de bactéria diazotroficas como Burkholderia,
Azotobacter, Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter (NAUTIYAL, 1999;
DEUBEL et al., 2007; SARAVANAN et al., 2008; KUDU et al., 2009; COLLAVINO et al.,
2010; XIANG et al., 2011; GHOSH et al., 2012; ROJAS-TAPIAS et al., 2012; ESTRADA et
al., 2013).

Microrganismos solubilizadores de fosfato podem desempenhar importante papel no
fornecimento de fosfato para as plantas de uma forma mais favoravel ao meio ambiente. A
solubilizacdo dos compostos fosfatados € muito comum em condigdes laboratoriais e em



condi¢cdes de campo ndo tem sido relatado com frequéncia, devido as dificuldades de se
trabalhar em um ambiente ndo controlado (KHAN, et al., 2007; BONILLA, 2011).

2.2.4. Producdo de sideroforos

O Ferro (Fe) € um nutriente essencial as plantas, e no solo se apresenta na forma
divalente (Fe?*) e trivalente (Fe**), dependendo do estado de oxi-reducdo do sistema. Muitos
solos cultivados apresentam baixo teor de Fe, tanto em solugdo como adsorvido ao solo em
forma trocdvel. Nas plantas, o ferro participa em reacGes fundamentais de 6xido-reducéo,
tanto em hemeproteinas (citocromos, leghemoglobina, catalase, peroxidase, superdxido
dismutase, etc) como em proteinas ndo-hémicas com ligacdo Fe-S como ferredoxina e
enzimas redutase, nitrogenase e sulfato redutase (DECHER & NACHTIGALL, 2006).

Os microrganismos apresentam diversas estratégias para a aquisicdo de ferro e, ao
mesmo tempo, proteger-se de seus potenciais efeitos toxicos. Dentre as estratégias utilizadas
por bactérias e fungos para aquisi¢do do ferro esta a producdo e utilizacdo de sideréforos, que
sdo moléculas de baixo peso molecular (< 1,500 Da) capazes de complexar o ferro. Os
microrganismos produtores de sideréforos captam o Fe do ambiente e o disponibiliza para a
planta. Este fato pode melhorar o crescimento vegetal aumentando a disponibilidade de Fe
para a planta através de sua captagdo impedindo o crescimento de patdgenos de solo devido a
limitacdo do ferro no ambiente (RACHID & AHMED, 2005; CHAIHARN et al., 2009;
TORTORA et al., 2011).

Neilands (1995) definiu sider6foros (do grego: "carreadores de ferro™), como
moléculas de baixo peso molecular quelante especifico de ion férrico, elaboradas por bactérias
e fungos que crescem sob baixa concentracdo de ferro. Sua funcdo é sequestrar o ferro do
ambiente, o que é quase sempre essencial, e fazer o mineral acessivel a célula microbiana.

Um método bem conhecido e amplamente difundido e utilizado para a deteccdo da
producdo de sider6foros por microrganismos em meio sélido é o universal cromo azurol S
(CAS)-agar. E muito empregado na avaliagdo de bactérias e fungos (SCHWYN &
NEILANDS, 1987; TORTORA et al, 2011).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Métodos Gerais Utilizados nos Experimentos

3.1.1. Cultivares de arroz utilizadas

Neste estudo foram utilizadas duas cultivares de arroz de sistemas irrigados por
inundacdo indicadas e/ou produzidas no Estado do Rio de Janeiro e uma como referéncia a
interacdo planta-bactéria (Figura 1).
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A
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B
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C

IR42, lancada na década 70, pelo IRRI (International Rice Research
Institute), para pequenos agricultores do sul e sudeste da Asia, a
cultivar espalhou pelo mundo e foi plantada em muitos paises. No
Brasil é referencia em estudos de inoculacdo com bactérias
diazotréficas devido ao seu alto potencial para a fixacdo bioldgica de
nitrogénio, ciclo longo (130 dias), alta capacidade de perfilhamento e
rendimentos de gréos. (OLIVEIRA, 1994; KUNDU e LADHA, 1995).

EPAGRI-109, lancada em 1996, pela EPAGRI (Empresa de Pesquisa
Agropecuéria E Extensdo Rural de Santa Catarina). E uma cultivar de
tipo moderno e destaca-se pelo excelente potencial em produtividade
tendo alta capacidade de perfilhamento, boa qualidade de gréos, alto
rendimento, ciclo longo (142 dias). Foi produzida em varios estados
Brasileiros (VIEIRA et al, 2007). Esta cultivar esta indicada pela
PESAGRO-RJ para plantio no Estado do Rio de Janeiro.

BRS TROPICAL, langada em 2007, pela EMBRAPA ARROZ E
FEIJAO, foi indicada para plantio no Estado do Rio de Janeiro. A
cultivar possui um bom potencial produtivo e caracteristicas
agrondmicas e culinarias. A cultivar BRS Tropical é produtiva, tem
boa tolerancia as doencas de arroz, ciclo longo (140 dias) e excelente
qualidade dos grdos (CUTRIN et al., 2008).

Figura 1. Fotografias de gréos de arroz das cultivares IR42 (A), EPAGRI-109 (B) e BRS

TROPICAL (C).



3.1.2. Estirpes utilizadas como padrdes bacterianos nas analises morfoldgicas,
fisiol6gicas e moleculares.

As seguintes estirpes foram usadas como referéncias para a comparagdo nas analises:
Azospirillum brasilense (Sp245), A. amazonense (CBAmMC), Herbaspirillum seropedicae
(ZAE94) e ainda Burkholderia tropica (Ppe8) e Gluconacetobacter diazotrophicus (PALS),
para alguns testes fisiol6gicos.

3.2. Contagem e Isolamento de Bactérias Diazotroficas

Os isolados foram originarios de plantas de arroz das cultivares EPAGRI 109 e BRS
TROPICAL cultivadas em Campos dos Goytacazes em condi¢des de campo e em Seropédica
em condigdes de casa de vegetacdo, respectivamente.

3.2.1. Isolamento de bactérias diazotroéficas a campo

Apds levantamento junto aos 6rgdos de assisténcia técnica de produtores de arroz nas
Regibes norte e noroeste do Estado do Rio de Janeiro foi possivel saber que a cultivar mais
plantada atualmente no estado era EPAGRI 109, recomendada pela PESAGRO, RJ. O
produtor de arroz Jayme Landin que utilizava esta cultivar em sua propriedade, localizada no
municipio de Campos dos Goytacazes, foi contactado. E algumas plantas desta localidade
foram coletadas, com permissao verbal do dono da terra.

A coleta de material para isolamento e contagem de bactérias fixadoras na cultivar
EPAGRI- 109. Foi realizada no final do periodo vegetativo, no dia 15 de janeiro de 2013 em
dois talhGes presente na propriedade, talhdo 103, que foi plantado em 15 de Setembro de 2012
e talhdo 104 que foi plantado em 15 de Outubro de 2012 (Em anexo a analise de terra, cedida
pelo produtor).

Amostras integrais de plantas entre 100 e 120 dias ap6s o plantio (fase final do estagio
vegetativo) foram coletadas, acondicionadas individualmente em sacos plasticos e
encaminhadas para o laboratério de preparo e lavagens de amostras da Embrapa
Agrobiologia. No laboratério as plantas foram lavadas, separadas em solo rizosférico e
tecidos vegetais (Parte aérea e Raiz) e preparadas de acordo com a metodologia proposta por
DOBEREINER et al. (1995) para o isolamento de bactérias diazotroficas dos géneros
Azospirillum sp. e Herbaspirillum sp.

3.2.2. Isolamento de bactérias diazotroficas em experimento em casa de vegetacao

Como néo foi encontrado, em nosso processo de busca, produtor de arroz da cultivar
BRS TROPICAL, recomendada para plantio no Estado do RJ pela Embrapa (CUTRIM et al,
2004), foi conduzido um experimento em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia
exclusivamente para o isolamento das bactérias alvo deste estudo. As sementes desta cultivar
foram gentilmente doadas pela Embrapa Arroz e Feijdo. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo com um tratamento de inoculagdo com Azospirillum brasilense (Sp 245).

O plantio das sementes foi feito em vasos com capacidade para 20 kg, contendo terra
originaria dos primeiros 20 cm do horizonte A de um Argissolo Série Ecologia, ndo estéril,
oriundo do Campo Experimental da Embrapa Agrobiologia. O plantio foi feito utilizando 16
plantas por vaso. As plantas foram colhidas, separadas em solo rizosférico e tecidos vegetais
(Parte aérea e Raiz) e preparadas para o isolamento de acordo com a metodologia proposta
por DOBEREINER et al. (1995).



3.2.3. Preparo das amostras

O solo presente na rizosfera das plantas foi coletado, homogeneizado, pesado e
utilizado como uma amostra composta de 10 g. Esta amostra foi transferida para frascos
contendo 90 ml de solucdo salina (Anexo A). As raizes e parte aérea foram lavadas com agua
destilada, fragmentadas em pedagos menores e em seguida 10 g dos mesmos foram pesados.
ApoOs as etapas anteriores, as amostras foram trituradas com 90 ml de solucdo salina em
liquidificador de uso domeéstico.

Depois as amostras originais correspondentes a suspensdo em solugdo salina foram
diluidas em série, transferindo 1 ml da suspenséo anterior a tubos de ensaio contendo 9 ml de
solucdo salina, até a diluicdo 10 para a Parte aérea, raiz e solo rizosférico. Em seguida uma
amostra de 0,1 ml de cada diluicéo foi utilizada para inocular, em triplicata, frascos contendo
5 ml dos respectivos meios semi-sélidos.

3.2.4. Meios de cultura e condigdes de cultivos para obtencéo dos isolados

Em meio de cultura semi-sélido as bactérias diazotréficas formam pelicula na
superficie, caracteristica comum entre elas. Para o primeiro isolamento (com plantas
provenientes de Campos de Goytacazes) foram utilizados os meios semi-sélidos JNFb, NFb e
LGI semi-especificos para os géneros Herbaspirillum, Azospirillum e a espécie Azospirillum
amazonense, respectivamente (Anexo B).

Jé& para o segundo isolamento (Seropédica) resolveu-se usar somente os meios JNFb e
NFb. Os frascos inoculados foram incubados a 30°C por um periodo de 5 dias, até o
desenvolvimento da pelicula na regido superficial do meio. Apds o desenvolvimento da
pelicula foram realizadas, cerca de cinco reinoculacBes para confirmacao da capacidade das
baterias formarem pelicula e purificacdo das mesmas. Apoés, as culturas bacterianas foram
inoculadas em placas de meio sélido (NFb 3X ) e LGI.

A confirmacédo da pureza dos isolados foi realizada em meio batata solido (Anexo B)
(BALDANI & DOBEREINER., 1980; DOBEREINER et al., 1995; BALDANI., 1996;
Videira, 2007). A tabela de McCrady (Dobereiner et al., 1995) foi utilizada para a contagem
do ndmero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas por grama de tecido fresco,
seguido da transformagéo dos dados para log ;o).

3.3. Caracterizacdo Fisiologica
3.3.1. Atividade de reducéo de acetileno (ARA)

A atividade da nitrogenase dos isolados foi avaliada pelo método de Reducdo de
Acetileno (ARA) (BODDEY et al., 1990). As bactérias Azospirillum brasilense (sp245),
Herbaspirillum seropedicae (ZAE94) e Azospirillum amazonense (CBAmMC), foram utilizadas
como controles positivo.

Uma aliquota de 10ul da cultura bacteriana foi transferida para frascos de 10 ml
contendo 5 ml dos meios semi-sélidos sem indicador NFb, JNFB, e LGI, cada isolado foi
inoculado em quadruplicata. Estes frascos foram incubado a 30°C, por até 4 dias, e avaliado
as 24, 48, 72 e 96 horas (Anexo C).

Os frascos foram fechados com rolhas de borracha esterilizada e injetados 10% de sua
fase gasosa com gas acetileno seguido de incubacao por 1 hora a 30°C. Posteriormente, 0,5 ml
da fase gasosa foram retiradas do frasco e injetado no cromatografo a gas com ionizacgéo de
chama, modelo Perkin Elmer F11, utilizando uma coluna Poropak N de 50 cm a 40°C para a
leitura do etileno formado (VIDEIRA, 2008).



Para a determinacdo de proteina total foi utilizada a metodologia descrita por Bradford
et al (1976). Logo apo6s a determinacdo do ARA, as peliculas foram misturadas com o meio de
cultura e retirada uma aliquota de 20 pl. A esta amostra foi adicionada 20 pul de NaOH 1M e
60 ul de agua destilada estéril , logo foram colocadas em banho Maria a 90 °C, por 5 minutos
para favorecer a ruptura celular. Posteriormente, foi adicionados 900 pul do reagente de
Bradford, em seguida os tubos foram agitados no vortex e incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente.

O teor de proteina foi estimado em espectrofotdmetro (Labsystems iEMS Reader MF)
pela leitura de absorvancia a 595 nm. Como controle foi utilizadas as mesmas amostras de
meio de cultivo ndo inoculadas. As leituras foram normatizadas por meio de uma curva
padrdo previamente obtida com concentracdes de 7,5-150 ug ml™ de soro-albumina bovina
(BSA) (Videira, 2008).

3.3.2. Avaliacao da producao de compostos indolicos (AlA)

A quantificacdo dos compostos indolicos foi realizada conforme o método descrito por
Sarwar e Kremer (1995) em microplaca. Uma colbnia caracteristica de cada estirpe foi
cultivada em meio liquido DYGS sob agitacdo a 150 rpm por 24 a 30°C e normalizada &
D.0.600=0,9-1. Posteriormente, 1 pl da cultura bacteriana foi inoculada em 6 ml de meio
DYGS suplementado com L-triptofano na concentragio final de 200ug ml™. Os tubos foram
mantidos no escuro sob agitacdo de 150 rpm em uma temperatura de 30°C e foram realizadas
medicdes as 24, 48 e 72 horas ap0s o crescimento das culturas.

Para cada avaliacdo, aliquotas de 1 ml foram centrifugadas a 5,000 x g por 15 minutos.
E em microplacas, 150ul do sobrenadante foi misturado a 100ul do reagente de Salkowski (1
ml de 0,5 M FeCI3 em 49 ml de acido perclérico 35 %), sendo as mesmas incubadas no
escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo foram realizadas leituras a
540 nm utilizando um espectrofotometro (Labsystems IEMS Reader MF). As estirpes
Gluconacetobacter diazotroficus (PALS5) e Azospirillum brasilense (Sp245), Herbaspirillum
seropedicae (ZAE94) e Azospirillum amazonense (CBAmc) foram utilizadas como controles
positivos. As leituras foram quantificadas por meio de uma curva padrdo com concentragdes
conhecidas de 4cido 3-indol-acético (10-80 mg.ml™).

Para normalizar os valores da determinacdo dos compostos indolicos, o contetdo de
proteinas foi determinado pelo método descrito por Bradford (1976). As células centrifugadas
durante o procedimento de determinacdo dos compostos indolicos foram ressuspendidas em 1
mL de solugdo salina, aliquotas de 100 pL desta suspensdo foram transferidas para um tubo
contendo 100 pL. de NaOH IM. A mistura foi incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente para lise das células. Posteriormente, 100 pL da solucdo anterior foi adicionado a
900 uL de solugao de Bradford e incubada no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos.

As leituras foram feitas em leitor de microplaca com comprimento de onda de 595 nm.
A concentragdo de proteina foi determinada usando a curva padréo obtida pelos valores de
absorbancia das quantidades conhecidas de BSA (soro-albumina bovina), nas seguintes
concentracdes: 7,5-150 pg mL™. Todas as amostras foram analisadas em triplicata e o
resultado foi decorrente de uma média das 3 leituras.

3.3.3. Solubilizagéo de fosfato

A capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico foi testada em meio de cultura
NBRIP sdlido com Ca3(PO4), (NAUTIYAL, 1999) de acordo com o0s protocolos
estabelecidos pelo Laboratorio de Solos da Corporacdo Colombiana de Investigacao
Agropecuaria (Corpoica — sede Tibaitata, Coldmbia) onde foi realizado um treinamento de
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curta duracdo. As bactérias foram previamente cultivadas em meio DYGS liquido,
permanecendo sob temperatura de 30°C por 24 horas com agitacao constante a 150 rpm. Apds
esse periodo, foi medida a densidade Optica, normalizada a D.0.600=0,9-1.

Para a avaliagdo da capacidade de solubilizacdo de fosfato, uma aliquota de 20 pl foi
inoculada na superficie da placa de Petri, em forma de pontuacdes. Foram feita trés
inoculagdes por placa, cada placa foi inoculada com o mesmo isolado, perfazendo assim as
trés repeticdes por isolado. As placas foram incubadas a 30°C logo apos a inoculagdo. A
avaliacdo da solubilizagdo de fosfato foi feita, medido o didmetro da col6nia e do halo de
solubilizacdo, assim estabelecendo a eficiéncia pelo indice de solubilizacdo em: diametro do
halo - didmetro da col6nia como descrito em Nautiyal (1999). O halo foi percebido como uma
area translicida em torno da coldnia, até o 15° dia apds inoculacdo, e medido entre o intervalo
de 48 horas.

3.3.4. Producdo de sideroforos

A avaliacdo de sideroforos foi feita baseando-se no protocolo de SCHWYN vy
NEILANDS (1987), modificado por TORTORA et al (2011). Os isolados foram inoculados
em triplicata, em meio NFb liquido livre de ferro e sem azul de bromotimol com NH,Cl a 1%,
incubados sob agitacdo de 150rpm por 48 horas. Apds o crescimento os mesmos foram
inoculados por triplicata em placas de Petri contendo meio NFb solido, sem azul de
bromotimol e com NH4Cl a 0,1% e Cromo AzurolS (CAS) e incubada a 30°C. A concentracdo
celular foi ajustada em uma DOsgo = 0,2. A avaliacdo da formacao de sideroforos foi realizada
aos 7 e 14 dias de incubagdo. As vidrarias utilizadas nesta avaliagdo foram previamente
lavadas com HCI a 10% para retirada de residuos organicos, de acordo com o método usado.

3.4. Caracterizacdo Morfologica

Os isolados foram caracterizados por plagueamento em meio minimo (NFb, JNFb e
LGI) e em meio rico (BATATA) para o conhecimento da morfologia das colbnias. As
colbnias formadas nos diferentes meios foram avaliadas aos cinco dias de incubacdo e as
diferengas de cor, tipo e tamanho foram registrada por fotografia digital.

A reacdo de Gram foi feita de acordo com o protocolo sugerido por Yano et al. (1991),
as bactérias foram crescidas em meio Batata e o esfregaco preparado a partir de uma col6nia.
A técnica consistiu na preparacdo de um esfregaco em lamina de vidro, secagem ao ar e
fixacdo das células em chama. Ap6s a fixacao se aplicou cristal violeta por 1 minuto, lavagem
com 4agua destilada, cobertura da lamina com lugol por 1 minuto, lavagem com agua
destilada, descoloragdo com solugdo de alcool-cetona e lavagem com &gua destilada,
cobertura com safranina por 30 segundos, lavagem com agua destilada e secagem. A
avaliagcdo da coloracéo das células foi feita em microscopio Gtico de contraste de fase com a
objetiva de 100X com uso de 6leo de imerséo.

3.5. Caracterizacdo Molecular
3.5.1. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi feita baseada no protocolo de solubilizacdo e posteriormente
precipitacdo, utilizando CTAB (SAMBROOK et al., 1989). Os isolados foram inoculados em
meio DYGS liquido, permanecendo sob temperatura de 30 °C por 24 horas com agitacao
constante. Posteriormente, uma aliquota de 2 ml da cultura de bactérias foi transferida para
um microtubo tipo Eppendorf e procedeu-se uma centrifugacdo a 4.000 x g por 8 minutos.
Apds o precipitado foi suspendido em 567 pl de Tq0E; (10 mM Tris pH 8,0 e 1 mM
NA,EDTA) sendo o material homogeneizado vigorosamente e, em seguida, foi adicionado 30
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pl de SDS 10% e novamente homogeneizado por inversdo adicionando-se também 3 pl de
Proteinase K (20 mg.ml™). Repetiu-se a homogenizac&o por inversdo e em seguida procedeu-
se a incubacéo a 65°C por 20 minutos.

Finalizado o periodo de incubacdo foi adicionado 100 pl de cloreto de sodio 5M e,
novamente, homogeneizou-se por inversdo, em seguida adicionou-se ao material 80 pl de
CTAB/NACL (CTAB 10% em NACL 0,7 M) e novamente procedeu-se a incubacdo a 65°C
por 20 minutos. Apos a incubacdo foi, adicionado a esse material um volume de 700 ul de
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1); logo apo6s deixou-se o material overnight no
homogeneizador.

Transcorrido esse periodo o material foi centrifugado por 10 min a 4°C a 13.000 x g. O
sobrenadante proveniente da centrifugacdo foi transferido para um novo microtudo ao qual
adicionou-se 700 ul de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e centrifugado por 10 min a 4°C
a 13.000 x g. Em seguida o sobrenadante foi recuperado e transferido para um novo
microtubo de 1,5 ml ao qual adicionou-se 0,6 volume de Isopropanol gelado. O material foi
incubado a 20 °C por 30 minutos. Apos esse tempo o0 material foi novamente centrifugado por
10 min a 4°C a 13.000 x g e o sobrenadante foi descartado. O material ainda foi submetido a
centrifugacdes de lavagens por 10 min a 4°C a 13.000 x g, com etanol 70% gelado. Cessadas
as lavagens o material seco a temperatura ambiente e em seguida suspendido em 100 pl de
T10Eq1 (10 mM Tris pH 8,0 e 1 mM NAEDTA).

A seguir foi feita a quantificacdo e qualificacdo do DNA por eletroforese em gel de
agarose 0,7%, Utilizou-se 5 pul de amostra, juntamente com 2 pl de tampéo de amostra (0,25
% de azul de bromofenol e 40% de sacarose), e ainda 3 pl de padrdo de peso molecular 1 kb
Plus DNA ladder (invitrogen® Cat. No. 10787-018).

Apdbs o preparo das amostras, e para promover a migracdo das amostras, o gel foi
submetido a voltagem de 80 volts por 90 minutos em tampdo TAE 1X (0,04 M Tris acetato e
1 mM de EDTA). Em seguida o gel foi corado com uma solucdo de brometo de etideo (0,5
ug. ml™ e visualizado com luz ultravioleta em fotodocumentador KODAK® Gel Logic 100
(KODAK Scientific Imaging Systems, Cat. N°. 172.8468) e um computador.

A andlise dos géis foi realizada com o programa de aquisicdo e analise de imagens da
KODAK® 1D Image Analysis (KODAK Molecular Imaging Systems, Cat. N°. 811.2344).

3.5.2. Amplificacdo do gene que codifica RNAr 16S (DNAr 16S)

Para a amplificacdo gene 16S DNAr foi utilizada a combinacéo de iniciadores AMP F
e AMP R (Tabela 1). As condic@es utilizadas foram para uma reacdo com volume final de 50
ul, que continha 10% do volume final de tampdo de PCR 10X; 3ul de MgCl, (50 mM); 1 ul
de dNTP (200 mM); 1 pl, de cada iniciador(5 pmol.ul™), 0,25 ul, da enzima Tag DNA
polimerase (INVITROGEN®)(1,25U. pl™) e de 1ul de DNA, completando o volume para
50ul com agua para PCR.

O procedimento foi aplicado de maneira asséptica e mantendo o material em gelo
(4°C). Em seguida o material preparado foi colocado no termociclador e submetido a seguinte
programacdo: um ciclo de desnaturacdo (95°C por 5 minutos), seguidos de 34 ciclos
intermitentes (94°C por 15 segundos, 60°C por 45 segundos e 72°C por 2 minutos), € um
ciclo final de extenséo (72°C por 30 minutos), seguidos por resfriamento (4°C por 24 horas).

Apols o término do programa, os produtos desta amplificacdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1 %. Utilizou-se 5 pl de amostra, juntamente com 2 pl de
tampé&o de amostra (0,25 % de azul de bromofenol e 40% de sacarose), e ainda 3 pl de padréo
de peso molecular 1 kb Plus DNA ladder (invitrogen® Cat. No. 10787-018). Apds 0 preparo
das amostras e para promover a migracdo, o gel foi submetido a voltagem de 100 volts por 60
minutos em tampé&o TAE 1X (0,04 M Tris acetato e 1 mM de EDTA).
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Tabela 1. Indicadores utilizados nas reacdes para amplificagdo do gene 16S DNAr.

Iniciador Sequencia 5'— 3' Referéncia
Amp - F GAG AGT TTG ATY CTG GCT CAG (WANG et al., 1996)
Amp -R AAG GAG GTG ATC CARCCG CA  (apud WANG et al., 2002)

Em seguida, o gel foi corado com uma solugdo de brometo de etideo(0,5 pg. mi™) e
visualizado com luz ultravioleta em fotodocumentador KODAK® Gel Logic 100 (KODAK
Scientific Imaging Systems, Cat. N°. 172.8468) e um computador. A andlise dos géis foi
realizada com o programa de aquisicdo e analise de imagens da KODAK® 1D Image Analysis
(KODAK Molecular Imaging Systems, Cat. N°. 811.2344).

3.5.3. Purificacéo e sequenciamento dos produtos amplificados

A purificacdo dos produtos de amplificacdo foi feita usando o kit de purificacdo de
DNA (Wizard® Genomic DNA Purification Kit cat. A1120). Apo6s a purificacdo, as amostras
contendo os isolados purificados foram enviadas para sequenciamento no Laboratorio de
Genoma da Embrapa Agrobiologia. A reacao de sequenciamento foi realizada utilizando o Kit
Big DyeTerminator (AppliedBiosystems). Os iniciadores utilizados na reacdo foram AmpR
ou AmpF (Tabela 1). As condi¢Ges de reacdo de amplificacdo para sequenciamento foram:
96°C por 1 minuto, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 15 segundos,
anelamentoa 50°C por 15 segundos e extensdo de 60°C por 4 minutos. O equipamento 3500
AppliedBiosystems foi utilizado para obtengéo das sequéncias.

3.6. Ensaios de Interacdo Planta — Bactéria
3.6.1. Selecéo dos isolados de trabalho

Dos 39 isolados obtidos nas cultivares de arroz EPAGRI-109 e BRS TROPICAL,
foram selecionados 18 isolados com base na andlise de reducdo de acetileno (ARA). Estes
isolados foram nomeados como: “isolados de trabalho” e foram utilizados para a selegdo
como promotores de crescimento vegetal (PCV) por meio de testes in vitro. Na selecdo dos
isolados como PCV foi possivel escolher 12 isolados para serem testadas em condicdes
gnotobioticas.

3.6.2. Experimento de inoculagdo em tubos de ensaio em condic¢des gnotobioticas

Neste experimento de selecdo de estirpes foram utilizados os 12 isolados mais
promissores como promotores de crescimento vegetal.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial (3 x 20) em delineamento
inteiramente casualisado (DIC), com 4 repetices, onde foram analisados trés Cultivares de
arroz irrigado (IR42, EPAGRI-109 e BRS TROPICAL) inoculadas com 12 isolados
diazétroficos (TR-11; TR-N1; EP3-1L; EP3-2L; EP3-7L; EP3-13J; EP3-14J; EP3-16N; EP4-
1L; EP4-2J; EP4-5J; EP4-7J) e duas misturas contendo alguns desses isolados, MIX 1 (EP4-
2J; EP3-13J) e EP3-14]) ) e MIX 2 (TR-I1; TR-N1; EP4-1L; EP4-5J e EP3-14) ), Alem das
bactérias padrbes Z94 de H. seropedicae; Sp245 de A. brasilense e CBAMC de A.
amazonense. Um inoculante comercial AZOTOTAL e a duas testemunhas nédo inoculadas,
uma sem nitrogénio e outra com 2,60 mM na forma de Nitrato de aménio.

As estirpes foram reativadas em Erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml de meio
DYGS, a 30° C sob agitacdo a 150 rpm por 24 horas. Nesse momento foi feita a contagem de
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NMP como de acordo com Dobereiner et al, (1995) nos respectivos meio semi-solido de
iIsolamento de cada estirpe.

O experimento foi conduzido em tubos de ensaio com capacidade para 120 mL,
contendo 50 mL de solugédo de Hoagland’s - agar (6g L-1), sem nitrogénio. Os tubos,
contendo a solucdo nutritiva agarizada, foram tampados com uma rolha de algoddo e
esterilizados em autoclave. Apos a esterilizacdo e antes solidificacdo do agar, cada tratamento
foi inoculado com 2 mL de cultura bacteriana previamente crescida. Os tratamentos controle
foram inoculados com o meio de cultura estéril. As sementes descascadas foram desinfestada
de acordo com Hurek et al. (1994) e pré germinada em placas Agar- agua (1%) durante 48
horas. Cada tubo foi plantado com uma semente preé- germinada.

Ap0s 30 dias da inoculacao o experimento foi avaliado e os parametros massa fresca e
seca da parte aérea e raiz das plantas de arroz, relagdo raiz/parte aérea e porcentagem de
incremento foram utilizados para verificar a eficiéncia dos isolados utilizados.

Foi testada a normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancia (teste de
Bartlet) dos dados no programa SAEG 8.0 (EUCLYDES, 1983). Logo, foram feitas analises
de variancia usando o programa SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2003) e comparacdo de médias
pelo teste Scott-Knott (SCOTT e KNOTT, 1974) a 5 % de probabilidade.

3.6.3. Experimento de inoculagcdo em casa de vegetacdo

a) Descricao do experimento

O experimento de inoculacdo em plantas de arroz com bactérias diazotréficas foi
conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, Seropédica — RJ. Implantado no
dia 25 de Setembro de 2013 e colhido no dia 25 de janeiro de 2014. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos ao acaso com quatro repeticdes, em arranjo fatorial 6 x 4
X 2 X 2 com 6 tratamentos de inoculacdo, 4 doses de N (30, 60, 90 e 120 kg/ha), 2 épocas de
coleta (Estadio vegetativo e maturacao de graos) e 2 variedades totalizando 384 vasos. Foram
selecionadas para esse experimento as cultivares de arroz EPAGRI 109 e BRS TROPICAL.

Os tratamentos de inoculacdo consistiram em dois isolados promissores selecionados
no experimento gnotobidtico, (o isolado EP4-1L e o isolado EP4-2) de Azospirillum), as
estirpes de referéncia Azospirillum brasilense (Sp245) e Herbaspirillum seropedicae
(ZAE94), o inoculante comercial AZOTOTAL e a testemunha ndo inoculada.

b) Preparo do inoculante

As estirpes foram reativadas em tubos de ensaio contendo 5 ml de meio DYGS, a 30°
C sob agitacdo a 150 rpm por 24 horas. Em seguida foram semeadas em placas de Pertri com
meio batata. Apos a verificacdo da pureza, as estirpes foram multiplicadas em tubos contendo
meio DYGS nas condigdes citadas anteriormente. As células foram lavadas com solugéo
salina e a D.0O. 600 foi ajustada para 0,9-1 e 5 ml da cultura foi inoculado em erlenmayers de
250 ml contendo 50 ml do meio DYGS a 30° C sob agitacdo a 150 rpm por 24 horas. O
namero de células viaveis foi determinado pelo método de microplaca, no respectivo meio
minimo especifico para cada bactéria.

O inoculante foi preparado, a base de turfa previamente moida, seca e com a acidez
corrigida com carbonato de calcio. A turfa passou por anélise e um processo de esterilizagdes
(FERREIRA et al., 2003; GUIMARAES., 2006). Os inoculante, com exce¢do do inoculante
comercial, foram preparados com a adigdo de 15 ml de suspensédo bacteriana em sacos de
polipropileno contendo 35 g de turfa. Este foi homogeinizado e incubado a 30°C por um
periodo de 24 horas. Ap0s esse periodo foi inoculado nas sementes de arroz com uma solucéo
acucarada para dar aderéncia (FERREIRA et al., 2003; GUIMARAES, 2006). Todos 0s
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inoculantes foram usados para se fazer a contagem de NMP de acordo com Dobereiner et al.
(1995) nos respectivos meio semi-solido de isolamento de cada estirpe.

c¢) Implantagéo do experimento

Como substrato do experimento foi utilizado terra oriunda dos primeiros 20 cm do
horizonte A de um Argissolo Vermelho Amarelo, Série Itaguai do Campo Experimental da
Embrapa Agrobiologia. A partir da analise quimica do solo (Tabela 2), foi feita a adubacéo de
plantio do experimento que consistiu de: 90 kg ha™ de P,0s, na forma de superfosfato simples
e de 70 kg ha™* de K,0 na forma de cloreto de calcio e 0,3 g.kg™ de FTE-BR12.

Tabela 2. Anéalise quimica da terra utilizada no experimento.

pH em Al Ca+Mg Ca Mg P K N M.O
H20 cmolc dm™ mg dm™ %
5,62 0,04 2,87 1,92 0,95 3,71 40 0,09 0,72

O plantio foi feito em vasos com capacidade para seis kg e contendo cinco kg de solo
ndo estéril. Foram semeadas quatro sementes por vaso, sendo feito, 25 dias apds o plantio, o
desbaste deixando-se duas plantas por vaso. Os vasos foram inundados aos 30 dias sendo
mantida lamina de &gua de 2 cm sempre na mesma altura na realizacdo do experimento.

A adubacdo nitrogenada foi parcelada em trés vezes, sendo 25% no plantio, 37,5% no
estadio vegetativo e 37,5% na floracdo, na forma de sulfato de aménio. No total foram usadas
quatro adubacdes diferentes de N: 15 mg de N kg-* (30 Kg ha™ ); 30 mg de N kg-' (60 Kg ha™
); 45 mg de N kg-! (90 Kg ha™): e 60 mg de N kg-' (120 kg ha™ ) para cada quilo de solo.

d) Determinacdo do nimero de bactérias

O ndmero mais provavel (NMP) de bactérias presentes nas raizes de plantas de arroz
foi realizado em duas épocas, no periodo vegetativo (60 DAP) e no periodo de maturacdo dos
grdos (120 DAP), na dose de 30 Kg ha' de nitrogénio. E procedida de acordo com
metodologia descrita por Ddbereiner et al. (1995). Os meios NFb, JNFb e LGI foram
utilizados de acordo com seu respectivo tratamentos de inoculagcdo. Nos tratamentos controle
foram utilizados todos meios de cultura utilizados no experimento.

e) Parametros agronémicos analisados e apresentados

A colheita do material vegetal foi feita em duas épocas, no periodo vegetativo (60
DAP) e maturacdo o grdo (120 DAP). Os parametros agrondmicos analisados foram ndmero
de paniculas, massa seca total, peso de 100 grdos e producdo de grdos, que foram
determinados ap0s incubacdo em estufa de ventilacdo forcada a 65°C. O numero de perfilhos
por planta e a altura das plantas foram avaliados aos 60 DAP.

f) Analise estatistica dos dados

Foi testada a normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancia (teste de
Cockran e Bartlet) dos dados no programa SAEG 8.0 (EUCLYDES, 1983). Logo, foram
feitas analises de variancia usando o programa SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2003) e
comparagdo de médias pelo teste Scott-Knott (SCOTT e KNOTT, 1974) a 5 % de
probabilidade. Alem do uso da analise de regressao para descrever a resposta das plantas aos
diferentes niveis de adubac&o.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Contagem e Isolamento de Bactérias Fixadoras de Nitrogénio

4.1.1. Namero mais provavel (NMP) de bactérias em diferentes partes das plantas e solo
rizosférico associado as cultivares de arroz EPAGRI 109 e BRS TROPICAL

O isolamento e contagem de bactérias diazotroficas associado a cultivares de arroz
indicadas para o plantio no Estado do Rio de Janeiro, seguiu diferentes estratégias desde a
coleta de material a campo no caso da cultivar EPAGRI-109, ao plantio em casa de vegetacédo
para a cultivar BRS TROPICAL.

A contagem do nimero mais provavel (NMP) de bactérias mostrou que a associacao
de BD na cultivar EPAGRI -109, foi maior nas raizes e solo rizosférico das plantas, variando
de 10* a 10° células por grama de massa fresca (Tabela 3). Na parte aérea das plantas, foram
encontrados os menores valores variando de 10 a 10* células por grama de massa fresca.
Porém houve uma pequena diferenca entres os locais de isolamento, sendo o talhdo 104 onde
foram recuperados os maiores valores de BD na parte aérea desse experimento.

KUSS et al. (2007), em trabalho de isolamento e quantificacdo pela técnica de NMP
de bactérias diazotréficas associadas a raizes de cultivares de arroz irrigado obteve valores de
NMP na cultivar EPAGRI-109, variando de 10° a 10" células por grama de massa fresca de
raiz, utilizando os meios de cultura NFb, JNFb e LGI como referéncia. O que corrobora com
0s resultados encontrados neste trabalho.

Tabela 3. NUmero de bactérias presentes em partes aéreas, raiz e solo rizosférico de arroz
da cultivar EPAGRI-109, cultivado em condi¢bes de campo. Dados expressos em
Logio por grama de massa fresca.

Tratamentos Parte Aérea Raiz Solo Rizosférico
Meios LGI NFB JNFB LGI NFB JINFB LGI NFB JNFB
Talhdo 103 4,15 3,65 4,04 6,04 515 515 6,04 6,04 4,15
Talhdo 104 515 465 515 6,04 6,15 6,04 465 6,04 515

O Numero mais provavel (NMP) da populacdo de bactérias presentes na parte aérea,
raiz e solo rizosférico da cultivar BRS TROPICAL, inoculada com Azospirillum brasilense
(Sp 245) e ndo inoculada cultivada em casa de vegetacdo (Tabela 4).

Mostrou que a associacdo de Bactérias diazotroficas nesse experimento foi maior nas
raizes permanecendo acima de 10° células por grama de massa fresca, para os dois
tratamentos e nos dois meios utilizados, demonstrando assim uma maior associagdo desses
microorganismos na rizosfera dessas plantas. Os menores valores foram encontrados na parte
aérea e solo rizosferico das plantas ndo inoculadas. Resultados semelhantes foram obtidos por
Pedraza et al. (2009) onde a contagem de NMP nas folhas das plantas foi superior nos
tratamentos inoculados quando comparado ao tratamento controle sem inoculagao.

VIANA, (2012) em trabalho de isolamento e inoculagdo de bactéria diazotroficas em
arroz cultivado na Bahia, recuperou diazotroficos pela técnica de NMP na parte aérea e nas
raizes da cultivar BRS TROPICAL, com valores bastante similares aos reportados nesse
trabalho. O autor verificou maiores valores na raiz variando de 10° a 10" células por grama de
massa fresca e menores valores na parte aérea variando de 10° a 10° células por grama de
massa fresca utilizando os meios NFb e JNFb como referéncia.
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Tabela 4. Nimero mais provavel de bactérias fixadoras de nitrogénio por grama massa
fresca (Logio) presente em diferentes partes das plantas e solo rizosférico de arroz da
cultivar BRS TROPICAL, cultivada em casa de vegetacao.

Tratamento Parte Aérea Raiz Solo Rizosférico
NFB JNFB NFB JNFB NFB JNFB

Inoculado 5,65 5,04 6,04 6,04 5,15 5,15
Nao inoculado 3,40 4,14 6,15 6,15 4,65 4,04

Resultado de NMP como os deste trabalho tem sido reportado por varios autores, onde
nimeros mais elevados de BD provenientes da rizosfera da planta sdo maiores quando
comparado 0s numeros de NMP provenientes da parte aérea da planta de arroz
(BARRAQUIO et al., 1997; BACA et al., 2000; RODRIGUES et al., 2006; VIDEIRA, 2008).

KNIEF et al. (2011) analisando a microbiota da filosfera e rizosfera de planta de arroz
por técnicas moleculares. Encontraram grande diversidade de genes da nitrogenase em ambos
o0s habitats. Porém a expressdo do gene foi encontrado exclusivamente na rizosfera da planta.

Recuperou-se bactérias diazotroficas em todos os meios utilizados nos isolamentos,
JNFb, semi-seletivo para o género Herbaspirillum, meio semi-sélido NFb, semi-seletivo para
0 género Azospirillum e LGI, semi-seletivo para Azospirillum amazonense (usado somente no
isolamento da cultivar EPAGRI-109).

4.1.2. Isolamento de bactérias diazotroficas a campo e casa de vegetacao

Foi possivel obter isolados de bactérias diazotroficas em diferentes partes das plantas e
solo rizosférico das cultivares EPAGRI-109 e BRS-TROPICAL (Tabela 5). Na cultivar
EPAGRI-109 foram obtidos 27 isolados destes, 17 isolados foram obtidos no talhdo 103 e 10
isolados obtidos no talhdo 104. Foram obtidos isolados na parte aérea, raiz e associado ao solo
rizosferico dessa cultivar, nos dois locais de isolamento. Dos 27 isolados obtidos das plantas
de arroz, 10 foram obtidos da parte aérea, 8 de raizes e 9 de solo rizosferico.

Na cultivar BRS TROPICAL foram obtidos 12 isolados com caracteristicas de
bactérias diazotroficas. Dos isolados obtidos somente o isolado TR-I1 foi obtido de planta
inoculada com a estirpe Sp 245 de A. brasilense., 0s onze isolados restantes foram obtidos da
cultivar BRS TROPICAL néo inoculada. A maioria dos isolados obtidos nesse isolamento foi
proveniente da parte aérea de arroz, sendo somente trés isolados, originario das raizes das
plantas. Nenhum isolado foi obtido do solo rizosferico dessa cultivar nas condi¢des
experimentais utilizadas.

HARDOIM et al. (2011) observaram que algumas cultivares de arroz possuem forte
influéncia sobre a composicdo populacional de comunidades bacterianas em sua rizosfera,
tendendo a selecionar comunidades bacterianas similares enquanto outros genotipos
selecionam comunidades bacterianas divergentes. Tanto a adaptacdo bacteriana como o
gendtipo da planta contribui para a formacéo das comunidades bacterianas associados a raizes
de arroz.
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Tabela 5. Identificacdo dos isolados de bactérias diazotroficas obtidas em diferentes
partes das plantas e solo rizosférico das cultivares de arroz EPAGRI-109 e BRS
TROPICAL.

Isolados Cultivar Local de Isolamento Meio utilizado
EP3-1L EPAGRI-109 P.A LGI
EP3-2L EPAGRI-109 P.A LGl
EP3-3L EPAGRI-109 P.A LGl
EP3-4L EPAGRI-109 P.A LGI
EP3-5L EPAGRI-109 SR LGl
EP3-6L EPAGRI-109 SR LGI
EP3-7L EPAGRI-109 P.A LGl
EP3-8J EPAGRI-109 P.A JNFb
EP3-9J EPAGRI-109 P.A JNFb
EP3-10J EPAGRI-109 P.A JNFb
EP3-11] EPAGRI-109 RAIZ JNFb
EP3-12J EPAGRI-109 RAIZ JNFb
EP3-13] EPAGRI-109 RAIZ JNFb
EP3-14J EPAGRI-109 SR JNFb
EP3-15N EPAGRI-109 SR NFb
EP3-16N EPAGRI-109 SR NFb
EP3-17N EPAGRI-109 SR NFb
EP4-1L EPAGRI-109 RAIZ LGI
EP4-2J EPAGRI-109 RAIZ JNFb
EP4-3] EPAGRI-109 RAIZ JNFb
EP4-4) EPAGRI-109 SR JNFb
EP4-5]) EPAGRI-109 SR JNFb
EP4-6J EPAGRI-109 SR JNFb
EP4-7] EPAGRI-109 P.A JNFb
EP4-8N EPAGRI-109 P.A NFb
EP4-9N EPAGRI-109 RAIZ NFb
EP4-10N EPAGRI-109 RAIZ NFb
TR-11 BRS TROPICAL RAIZ NFb
TR-N1 BRS TROPICAL RAIZ JNFb
TR-N2 BRS TROPICAL RAIZ JNFb
TR-N3 BRS TROPICAL P.A JNFb
TR-N4 BRS TROPICAL P.A JNFb
TR-N5 BRS TROPICAL P.A JNFb
TR-N6 BRS TROPICAL P.A JNFb
TR-N7 BRS TROPICAL P.A JNFb
TR-N8 BRS TROPICAL P.A JNFb
TR-N9 BRS TROPICAL P.A JNFb
TR-N10 BRS TROPICAL P.A JNFb
TR-N11 BRS TROPICAL P.A JNFb

P.A= Parte Aérea e S.R= Solo Rizosférico.



Ao todo foram obtidos 39 isolados, sendo que destes 49% foram obtidos da parte aérea
de arroz e 28% associado as raizes e 23% provenientes do solo rizosférico. Contrariando 0s
dados observados na contagem, onde foram obtidos maiores valores de NMP em raizes e solo
rizosférico das cultivares utilizada.

Porém os resultados de isolamento aqui reportados se devem a maior fase de
purificacGes utilizadas, o que levou os microorganismos presente na parte aérea maior
vantagem pela baixa competicdo com outros microorganismos que poderiam estar presente
nesta fase, facilitando seu isolamento. Ja que nos isolados provenientes da parte aérea foram
feita poucas repicagens, na fase de purificacéo.

Obteve-se isolados bacterianos em todos os meios usados no isolamento, na fase de
purificacdo. Houve bastante similaridade fenotipica dos isolados recuperados com as estirpes
dos géneros Azospirillum e Herbaspirillum.

4.2. Resultados da Caracterizacéo Fisiologica

4.2.1. Atividade de reducéo de acetileno (ARA) dos isolados obtidos nas cultivares de
arroz testadas

A anélise de ARA foi feita nos isolados obtidos das cultivares EPAGRI -109 e BRS
TROPICAL que formaram pelicula superficial nos meios semi-solidos de isolamento (NFb,
JNFb e LGI). As andlises foram feitas a cada 24 horas durante quatro dias, para conhecer o
comportamento de cada isolado quanto a capacidade de reducdo de acetileno. Para apresentar
os resultados foram usados os dados onde os isolados apresentaram a maior atividade de
reducdo de acetileno normalizado com a proteina total do momento da determinacao.

Todos os isolados testados foram capazes de reduzir acetileno, demonstrando
capacidade de fixacdo de nitrogénio in vitro (Anexo C). Nos isolados obtidos da cultivar
EPAGRI-109, foi possivel obter isolados com atividade de ARA que variavam de 0,36 a 1462
nmol de C,H4 por mg de proteina por hora de incubacdo (Figura 2).

As estirpes usadas como padréo das analises foram: Sp245 de A. brasilense (702 nmol
de C,H4 h™* por mg de proteina), Z94 de H. seropedicae (305 nmol de C,H4 h™ por mg de
proteina); CBAmC de A. amazonense (53 nmol de C,H4 h™ por mg de proteina).

Os isolados EP4- 2J e EP4-3J apresentaram resultados superiores a todos os padrdes
utilizados, 1021 e 1462 nmol de C,H, h™ por mg de proteina, respectivamente. Os isolados
EP3-8J), EP4-4), EP4-6J, EP4-7), EP4-9N e EP4-10N, ndo foram testados pela falta de
crescimento quando retirados do estoque, posteriormente estes isolados foram descartados.

Para os isolados obtidos na cultivar BRS TROPICAL, a atividade da reducdo de
acetileno dos isolados variou de 3,16 & 416 nmol de C;H, h™ por mg de proteina (Figura 3). E
nessa analise foram utilizados como padrées as bactérias Sp245 de A. brasilense e Z94 de H.
seropedicae que apresentaram valores de 601 nmol de C,H4h™ por mg de proteina e 198 nmol
de C,H4 h™ por mg de proteina, respectivamente.

O isolado TR-I1 apresentou atividade de 416 nmol de C,H, h™ por mg de proteina h,
com o valor mais alto nessa analise, valor proximo ao apresentado pelo padrdo de
Azospririllum (Sp 245). Os demais isolados apresentaram ARA que variaram de 3,16 a 10,81
nmol de CoH4 h™ por mg de proteina, muito inferior as bactérias usadas como padrées.

Houve grande variabilidade na quantidade de etileno produzido pelos diferentes
isolados das cultivares de arroz EPAGRI-109 e BRS TROPICAL tendo valores que variaram
de 0,36 & 1462 nmol de C,H4 por mg de proteina por hora de incubacdo em atmosfera de
acetileno. Varios autores tém encontrado valores variaveis dentro de isolados diazotroficos,
inclusive valores diferentes dentre isolados do mesmo género bacterianos. (VIDEIRA et al,
2012; ESTRADA et al, 2013).
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Figura 2. Atividade de reducdo de acetileno (ARA) dos isolados bacterianos obtidos na
cultivar EPAGRI -109 e estirpes padrfes utilizadas: Azospirillum brasilense (Sp254),
Herbaspirillum seropedicae (ZAE94) e A. amazonense (CBAmMC). Meédia de trés
repeticoes.

A avaliacdo da reducéo de acetileno como ferramenta para selecdo de microrganismos

com potencialidades para a promocdo de crescimento vegetal tem sido bastante relatada, em
trabalhos de selecdo de bactérias diazotréficas. (VIDEIRA et al, 2012; ARAUJO et al, 2013).

600

nmol de C,H, por mg de proteina
8
o

200
100

0

w@:&p &Q}\&“"@&Q"@&‘%@&‘ﬁv&%&“?b&‘é\&Qﬁ%&i‘lﬁ\i‘*ﬁ\\

Figura 3. Atividade de reducdo de acetileno (ARA) dos isolados bacterianos obtidos na
cultivar BRS TROPICAL e estirpes padrdes utilizados: Azospirillum brasilense (Sp245),
Herbaspirillum seropedicae (ZAE94). Média de trés repeticoes.

O método de reducdo de acetileno tem sido usado, pois é uma técnica rapida e de
baixo custo, que avalia indiretamente a atividade da nitrogenase. Porém muitos fatores
interferem nos resultados, sendo pouco precisa, dando um aspecto mais qualitativo do que
quantitativo aos resultados das analises (STAAL et al, 2001; VIDEIRA et al, 2012).
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Com os dados da reducédo de acetileno dos isolados obtidos nas cultivares EPAGRI-
109 e BRS TROPICAL foi possivel selecionar, entre os isolados que apresentaram melhores
resultados de ARA e também melhores caracteristicas de crescimento que foram denominados
de “isolados de trabalho” (Tabela 6).

Os isolados foram pré- selecionados € nomeados como ‘isolados de trabalho’, os quais
foram usados para analises de outras caracteristicas promotoras de crescimento vegetal, para
selecionar entre os mesmos os melhores como PCV com base na producdo de compostos
indolicos, solubilizacdo de fosfato e producédo de sideroforos. Foram selecionados 3 isolados
da cultivar BRS TROPICAL e 15 isolados obtidos na cultivar EPAGRI-109.

Tabela 6. Isolados de bactérias diazotroficas provenientes das duas cultivares de arroz
utilizadas, e selecionados com base na capacidade de reduzir acetileno.

Isolados de trabalho Cultivar ARA (nmol de C,H, h™ por mg de ptn)
TR-11 BRS TROPICAL 426,30
TR-N1 BRS TROPICAL 10,81
TR-N7 BRS TROPICAL 9,72
EP3-1L EPAGRI-109 5,62
EP3-2L EPAGRI-109 130,42
EP3-3L EPAGRI-109 76,47
EP3-4L EPAGRI-109 44,78
EP3-6L EPAGRI-109 40,31
EP3-7L EPAGRI-109 49,82

EP3-13J EPAGRI-109 712,94
EP3-14J EPAGRI-109 523,97
EP3-15N EPAGRI-109 69,87
EP3-16N EPAGRI-109 61,97
EP4-1L EPAGRI-109 89,85
EP4-2] EPAGRI-109 1021,21
EP4-3J EPAGRI-109 1462,90
EP4-5] EPAGRI-109 487,37
EP4-8N EPAGRI-109 96,95

4.2.2. Avaliacdo das estirpes selecionadas quanto a producao de auxinas

O écido indol-3-acético (AlA) é reconhecido como a auxina mais importante nas
plantas. E sintetizado a partir de triptofano que é considerado o principal percussor da
biosintese desse fitohormonio (WOODWARD & BARTEL, 2005). Por isso foi utilizado
nesse experimento. Os resultados mostraram que a maioria dos isolados testados apresenta a
capacidade de produzir compostos indélicos (AIA) na presenca de L-triptofano 200 pg ml™.

No entanto, os isolados apresentaram comportamento distinto quanto a producdo de
compostos inddlicos, observou-se que nenhum isolado teve maior produgdo de composto
indol com menos de 24 horas de crescimento (Figura 4). Os isolados EP3-13J, EP3-14J, EP3-
16N e EP4-8N apresentaram produgdo méxima de compostos inddlicos apds 48h de cultivo,
variando de 3,30 a 24,94 ug de AIA por mg de proteina. J& os isolados TR-11, TR-N, TR-N7,
EP3-1L, EP3-2L, EP3-6L, EP3-7L, EP3-15N, EP4-1L, EP4-2), EP4-3) e EP4-5]
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apresentaram producdo méaxima de compostos indolicos apds 72 h de cultivo, variando de
0,32 4 22,68 g de AlA por mg de proteina.

As bactérias usadas como padrfes nos testes, ZAE94 e PAL-5 apresentaram producédo
méaxima de compostos inddlicos apds 48h de cultivo, respectivamente 21,09 e 46,39 ug de
AlA por mg de proteina. A estirpe Sp245 apresentou producdo méaxima de 4,19 ug de AIA
por mg de proteina ap6s 72 h de cultivo. A estirpe CBAmMC de A. amazonense ndo apresentou
producdo de compostos indolicos nesse experimento, quando suplementado com 200 pg /ml
de triptofano. Os isolados EP3-3L e EP3-4L de A. amazonense tiveram 0 mesmo
comportamento dessa estirpe e também néo apresentaram producédo de auxina.
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Figura 4. Producdo de compostos inddlicos dos isolados bacterianos das cultivares EPAGRI-
109 E BRS TROPICAL em diferentes estagios de cultivos (24, 48 e 72 horas) em meio
Dyg’s suplementado com 200 ug/ml de L-Triptofano, Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste Scott knott a 5% de probabilidade. Media de trés repeticdes.

Muitos trabalhos apresentam uma grande variabilidade de resultados na producédo de
compostos inddlicos por bactérias isoladas de plantas de arroz, apresentando uma média de
producdo de 1,8 a 53 pg de AIA mlI™ (KUSS et al., 2007; ARAUJO et al., 2013; BAL et AL,
2013; LAVAKUSH et al., 2014).

Neste trabalho pode-se verificar que os isolados originarios da parte aérea de arroz
(EP3-1L; EP3-2L; EP3-3L; EP3-4L; EP3-7L e EP4-8N) produziram as menores taxas de
compostos indolicos variando de 0 4 6,13 pg de AIA por mg de proteina, quando comparamos
com as taxas produzidas pelos isolados associados as raizes (TR-11; TR-N1; TR-N7; EP3-13J;
EP4-2) e EP4-3]), que variaram de 3,68 a 22, 68 ug de AIA por mg de proteina e
provenientes do solo rizosférico (EP3-6L; EP3-14J; EP3-15N; EP3-16N; e EP4-1L e EP4-5])
que variaram de 3,90 a 24,94 ug de AlA por mg de proteina.

Os resultados obtidos indicaram que as bactérias apresentavam taxas diferenciadas de
producdo de compostos indolicos de acordo com o crescimento microbiano. Os maiores
valores encontrados na producgéo de AIA ocorreram nos estagios mais tardios de cultivo entre
48 e 72 horas de cultivos. Também foi possivel observar em alguns isolados que apresentam
a maior taxa de producdo de compostos inddlicos as 48 horas, a degradacdo dos mesmos na
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analise posterior. Efeitos como, este da capacidade do microorganismo degradar a prépria
producdo de compostos indolicos, foi reportada por Leveau & Gerards (2008).

4.2.3. Avaliagéo da solubilizagéo de fosfato

A maioria dos isolados apresentou capacidade de solubilizacdo de fosfato inorgéanico
em meio NBRIP, com valores variando de 0,33 a 2,45 mm durante as quatros avaliacGes
(Tabela 7). Os resultados das analises mostraram que os isolados tiveram indices de
solubilizacdo muito préximos das estirpes Sp245 de A. brasilense, e CBAMC de A.
amazonsense que apresentaram valores entre 0,84 e 1,87mm entre as avaliacdes. E inferiores
as estirpes PAL-5 de G. diazotrophicus, Ppe-8 de Burkhoderia tropica e ZAE94 de H.
seropedicae que apresentaram valores entre 2,34 a 11,40 mm entre as avaliacdes (Figura 5).

Nas avaliacBes feitas ao longo do tempo, até aos 16 dias ndo foi possivel estabelecer
uma tendéncia universal no padrdo de solubilizacdo dos isolados alguns produziram maior
halo de solubilizagdo nos primeiros dias e outros produziram os maiores halos de
solubilizacdo nos ultimos dias de analise.

Tabela 7. Determinacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfato inorgénico (Pi) pelas
estirpes padroes e isolados de plantas de arroz em meio sélido NBRIP.

- 4°dia 8°dia 12°dia 16°dia
Bacterias
Halo (mm) Halo (mm) Halo (mm) Halo (mm)
Ppe-8 4,68 6,73 7,8 9,46
PAL-5 9,65 11,4 11 10,96
Sp 245 1,76 1,41 1,11 0,84
ZAE94 2,34 7,19 9,73 11,32
CBAmMC 1,97 1,15 1,02 0,84
TR-I1 1,45 1,08 1,15 0,85
TR-N1 1,8 0,96 0,96 1,01
TR-N7 1,67 1,11 1,05 0,98
EP3-1L 1,99 1,2 0,94 0,94
EP3-2L - - - -
EP3-3L 0,7 0,72 0,44 0,33
EP3-4L 0,88 0,54 0,73 0,46
EP3-6L 0,57 0,46 0,59 0,94
EP3-7L 1,42 1,22 1,17 0,87
EP3-13] 1,81 1,77 1,86 2,07
EP3-14] 1,92 2,2 1,95 1,49
EP3-15N 1,74 2,07 1,61 1,55
EP3-16N 1,77 1,12 1,09 1,05
EP4-1L 1,52 1,3 1,04 1,04
EP4-2) 1,25 2,18 2,44 2,4
EP4-3] 1,17 1,55 1,67 1,61
EP4-5] 0,98 1,4 1,64 2,45
EP4-8N - - - -

Legenda: * Medias de 4 repeti¢des, -Auséncia de halo.
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Figura 5. Formacéo do halo de solubilizacdo de Pi pelas estirpes padrdes e alguns isolados de
plantas de arroz aos 16 dias de cultivo.

4.2.4. Avaliacao da producéo de sideréforos

Somente alguns isolados dos “isolados de trabalho™ apresentaram ao redor da coldnia
um halo de coloracdo amarelo-alaranjado, caracteristico da producéo de sideroforos (Figura
6). Todos os isolados positivos para o teste de sideroforos, foram provenientes do meio de
cultivo cuja fonte de carbono &cido malico (NFb e JNFb). Os isolados provenientes de LGI
ndo apresentaram crescimento no meio e, portanto nenhuma atividade (Tabela 8). Nesse
experimento ndo foi possivel fazer a avaliacdo do halo de solubilizagdo como reportado em
Tortora et al. (2011) entdo a avaliacdo se deu, por comparacdo com a estirpe Sp245 de A.
brasilense, nas comparagdes feitas o isolado EP4-8N mostrou-se superior e formou a maior
zona de producéo de siderdforos de todos os isolados testados.

Figura 6. Formacdo de halo amarelo-alaranjado em meio NFb sélido, sem azul de
bromotimol e com NH,Cl a 0,1% e CAS, de estirpes padrdes e alguns “isolados de
trabalho” de plantas de arroz aos 12 dias de crescimento.
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Tabela 8. Indicacdo de producdo de sideroforos de diferentes isolados de arroz, usando
meio NFb sélido, sem azul de bromotimol e com NH,Cl a 0,1% e CAS. Utilizando a
estirpe Sp245 de A. brasilense como controle aos 7 e 12 dias ap6s incubacéo.

Bactérias 7°dia 12°dia
Sp 245 + ++
ZAE94 + +

CBAMC N.d N.d
TR-11 + +++
TR-N1 + ++
TR-N7 + ++
EP3-1L N.d N.d
EP3-2L N.d N.d
EP3-3L N.d N.d
EP3-4L N.d N.d
EP3-6L N.d N.d
EP3-7L N.d N.d

EP3-13J - +
EP3-14) - +

EP3-15N - +

EP3-16N - +
EP4-1L N.d N.d
EP4-2] - +
EP4-3] - +
EP4-5] - ++
EP4-8N +++ +++

Legenda: + (Produz), ++ (boa produtora), +++ (6tima produtora), - (ndo produz) e N.d (N&o houve
crescimento).

Chaiharn et al. (2009) buscando bactérias produtoras de sider6foros com potencial
para 0 biocontrole de doencas fungicas em arroz na Tailandia, testou 134 isolados, destes
apenas 23,1% produziram sider6foros, e encontrou dentre os mesmaos, bactérias com atividade
antagbnica significativa a patogenos fungicos. Posteriormente esses isolados foram
classificados como pertencentes aos géneros Bacillus e Pseudomonas.

Os testes fisiologicos mostraram que a maioria dos isolados produziram in vitro
compostos capazes de contribuir para o desenvolvimento das plantas de arroz (Tabela 9).
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Tabela 9. Propriedades benéficas dos isolados obtidos das cultivares de arroz EPAGRI-109 e BRS TROPICAL.

Propriedades de PCV dos isolados testados in vitro

Isolados
Atividade da nitrogenase Prod. de compostos indolicos Solubilizacéo de fosfatos Producéo de Sideroforos
TR-11 ++ + + +++
TR-N1 + + + ++
TR-N7 + + + ++
EP3-1L + + + -
EP3-2L ++ + N.d -
EP3-3L + N.d + -
EP3-4L + N.d + -
EP3-6L + + + -
EP3-7L + + + -
EP3-13J +++ ++ ++ +
EP3-14J +++ ++ + +
EP3-15N + ++ + +
EP3-16N + +++ + +
EP4-1L + + + -
EP4-2] +++ +++ ++ +
EP4-3] +++ ++ + +
EP4-5] ++ ++ ++ ++
EP4-8N + + N.d +++

1) Atividade da nitrogenase, + < 100; ++ >100; +++ >500 nmol C,H, h™ mg proteina™ 2) Producao de compostos inddlicos, + entre 0,3 — 10; ++ entre 10 e
20; > 20 ug de compostos indolicos por mg proteina. 3) Solubilizacdo de fosfatos, + < 2,0; ++ entre 2,0 € 5,0; +++ >5,0 halo de solubilizagdo(mm). 4) Indicacdo
de producéo de Sideroforos, + regular;++ boa e +++ muito boa. (N.d) ndo detectado e (—) ndo houve crescimento para a avaliacéo



4.3. Resultados da Caracterizacdo Fenotipica dos Isolados
4.3.1. Morfologia das coldnias

As colbnias apresentaram coloracdo variada de acordo com o meio de cultivo
utilizado. Nesta fase se observou que todos os isolados apresentaram col6nias individuais nos
meios utilizados, porém com caracteristicas de colonias diferentes entre os diferentes meios
empregados NFb (3x) e LGI (Figura 7). Em meio Batata houve maior produgdo de goma
qguando comparado com outros meios de cultivos, isso devido a maior disponibilidade de
nutrientes nesse meio que ofereceu um rapido crescimento das colénias. De forma geral
houve similaridade de morfologia com as bactérias utilizadas como padrfes no experimento.

=D

Figura 7. Morfologia das colénias dos isolados obtidos nas cultivares de arroz EPAGRI-109
e BRS TROPICAL. Observacao realizada no quinto dia de crescimento em meio NFb
(3x) e LGL.

4.3.2. Reacdo de Gran

Na reacdo de Gram realizada foi possivel verificar que todos os isolados obtidos foram
classificados como Gram negativos, apresentaram células individualizadas em forma de
bastonetes semelhantes aos géneros Azospirillum e Herbaspirillum. (Figura 8).
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Figura 8. Morfologia celular dos isolados bacterianos, Gran colorido, obtidos em cultivares
de arroz irrigado (BRS TROPICAL e EPAGRI-109), observadas em microscopio 6tico
(aumento de100X).

4.4. Resultados da Caracteriza¢cdo Molecular
4.4.1. Qualidade do DNA genémico

O método utilizado possibilitou a obtengdo de DNA de boa qualidade para as analises
moleculares, sem a necessidade de etapas de purificacdes posteriores.

4.4.2. Analise do gene 16S DNAr

A amplificacdo por PCR do gene 16S DNAr utilizando os iniciadores AMP F e AMP
R, nos 27 isolados obtidos da cultivar EPAGRI-109 (Figura 9) e os 12 isolados obtidos na
cultivar BRS TROPICAL (Figura 10) permitiu amplificar um fragmento Gnico de
aproximadamente 1500 pb, que corresponde ao tamanho esperado para o gene 16S DNAr .
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose (1%) do produto da amplificacdo do gene 16S
rDNA dos isolados obtidos na cultivar EPAGRI-109.PM (1kb Plus DNA Ladder), 1 ( Sp
245) Azospirillum brasilense, 2 (ZAE 94 Herbaspirillum seropedicae ), 3 (CBAMC,
Azospirillum. amazonense), 4 (EP3-1L), 5 (EP3-2L), 6(EP3-3L), 7 (EP3-4L)* ,8 (EP3-
5L), 9 (EP3-6L), 10 (EP3-7L), 11 (EP3-8J), 12 (EP3-9J),13(EP3-10J), 14(EP3-11J),
15(EP3-12J), 16 (EP3-13J),17(EP3-14J), 18 (EP3-15N),19(EP3-16N), 20 (EP3-17N), 21
(EP4-1L), 22 (EP4-2]), 23 (EP4-3)), 24 (EP4-4JL), 25 (EP4-5J), 26 (EP4-6J), 27 (EP4-
7N)*, 28 (EP4-8N), 29 (EP4-9N), 30 (EP4-10N) e C (Controle Negativo). *Os isolados
EP3-4L e EP4-7N ndo apresentaram amplificacdo do genel6S DNAr.
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose (1%) do produto da amplificacdo do gene 16S
DNAr dos isolados obtidos na cultivar BRS TROPICAL. PM (1kb Plus DNA Ladder), 1
(Sp 245) Azospirillum brasilense, 2 (ZAE 94 Herbaspirillum seropedicae ), 3 (TR-11), 4
(TR-N1), 5 (TR-N2), 6 (TR-N3), 7 (TR-N4), 8 (TR-N5), 9 (TR-N6), 10 (TR-N7), 11
(TR-N8), 12 (TR-N9), 13 (TR-N10), 14 (TR-N11) e C (Controle Negativo).
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4.4.3. Sequenciamento

Todos os “isolados de trabalho” (Tabela 6) foram enviados para o sequenciamento,
porém sO obtivemos sequéncias de 13 dos 18 isolados. Nao foi possivel determinar as
sequéncias dos isolados EP3-1L, EP3-6L, EP3-7L, EP4-3J e EP4-5J.

As sequéncias obtidas a partir do produto de PCR foram submetidas as analises
comparativas no banco de dados do NCBI, usando a ferramenta BLAST, para que pudessem
ser identificadas e classificadas (Tabela 10). As estirpes apresentaram indice de similaridade,
variando entre 92 a 99%, com sequéncias depositadas no banco de dados, o tamanho de pares
de bases das sequencias variaram de 1208 a 1479 pb.

Os isolados TR-N1 e TR-N7 apresentaram elevado grau de similaridade com
sequéncias do gene 16S DNAr de Herbaspirillum seropedicae, ja os isolados EP3-4L e EP4-
1L apresentaram alta similaridade com Azospirillum amazonense, em quanto que os isolados
EP3-3L; EP3-13J; EP3-14J; EP3-15N e EP4-2J com o género Azospirillum sp, o isolado TR-
I1 apresentou similaridade com Azospirillum brasilense. Os isolados EP3-2L, EP3-16N e
EP4-8N apresentaram similaridade com os seguintes géneros respectivamente: Ideonella sp.,
Paenibacillus pasadenensis e Pseudomonas fluorescens.

Considerando os resultados apresentados e pela comparacdo entre as sequencias dos
isolados e as sequéncias depositadas no banco de dados GenBank, foi detectada maior
homologia entre os isolados com géneros de bactérias ja descritas como fixadoras de
nitrogénio (BALDANI & BALDANI, 2005).

Tabela 10. Similaridade entre as sequéncias do gene que codifica 0 16S RNAr das
bactérias isoladas com as sequéncias depositadas no banco de dados (GenBank).

Isolados Ndmero de Descricao E-value Max. Identidade
acesso

TR-11 HES577329,1 Azospirillum brasilense 0,0 95%
TR-N1 NR029329,1  Herbaspirillum seropedicae 0,0 99%
TR-N7 NR029329,1  Herbaspirillum seropedicae 0,0 99%
EP3-2L AB049107,1 Ideonella sp. 0,0 99%
EP3-3L DQ387440,1 Azospirillum sp. 0,0 99%
EP3-4L AYT741146,1 Azospirillum amazonense 0,0 97%
EP3-13]  AY118222,1 Azospirillum sp. 0,0 92%
EP3-14) AY118222,1 Azospirillum sp. 0,0 94%
EP3-15N  AY118222,1 Azospirillum sp. 0,0 96%
EP3-16N  AB681404,1 Paenibacillus pasadenensis 0,0 99%
EP4-1L AYT741146,1 Azospirillum amazonense 0,0 99%
EP4-2] AB049110,1 Azospirillum sp. 0,0 98%
EP4-8N JN679857,1 Pseudomonas fluorescens 0,0 99%

4.5. Efeito da Inoculagdo de Bactérias Diazotroficas no Desenvolvimento Inicial de
Plantas de Arroz em Tubos de Ensaio

Para testar a capacidade dos isolados selecionados como potenciais PCV em plantas de
arroz. Foram escolhidos os isolados TR-11 e TR-N1 isolados da cultivar BRS TROPICAL e
identificados como Azospirillum brasillense e Herbaspirillum seropedicae respectivamente.
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Os isolados obtidos na cultivar EPAGRI-109 selecionados para o teste de interacdo com a
planta foram os isolados: EP3-13J, EP4-2J identificados como pertencentes ao género
Azospirillum sp.; o isolado EP4-1L identificado como Azospirillum amazonense; os isolados
EP3-2L, EP3-16N e EP4-8N identificados como Ideonella sp., Paenibacillus pasadenensis e
Pseudomonas fluorescens respectivamente. Os isolados EP3-1L; EP3-7L e EP4-5J que ndo
foram sequienciados mais foram incluidos no teste de interacdo com a planta.

A populagdo de bactérias diazotréficas, utilizadas como inoculante, variou de 107 &
10" células por ml de meio de cultura (Tabela 11). O que esta de acordo com as normas do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Tabela 11. Nimero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas na ocasido da
inoculacdo do experimento gnotobidtico.

Bactéria Meio semi - sélido Log do numero de células ml™
Sp 245 NFb 10,14
ZAE 94 JNFb 10,14
CBAMC LGI 10,14

AZOTOTAL NFb 7,87
TR-I11 NFb 10,04
TR-N1 JINFb 10,14
EP3-1L LGI 10,14
EP3-2L LGI 8,39
EP3-7L LGI 10,14

EP3-13] JNFb 10,04
EP3-14] INFb 9,39

EP3-16N NFb 10,14
EP4-1L LGI 10,14
EP4-2] JNFb 7,39
EP4-5] JNFb 10,14
EP4-8N NFb 10,14
MIX 1 JNFb 10,04
MIX 2 LGI 7,39

NFb 10,14
JNFb 10,14

Os resultados da inoculacdo de bactérias diazotroficas em condi¢Ges gnotobidticas
mostraram respostas significativas quanto a inoculacdo em cultivares de arroz irrigado
recomendadas para o plantio no Estado do Rio de Janeiro, quando avaliados as massa fresca e
seca de partes aéreas e raizes dessas cultivares (Tabelas 12 e 13).

Na analise da massa fresca da parte aérea, foi possivel observar que as cultivares BRS
TROPICAL e EPAGRI-109 foram responsivas a inoculacdo, em comparacdo a cultivar IR42
que ndo apresentou respostas significativas a inoculacdo com nenhum dos tratamentos
avaliados (Tabela 12). Os tratamentos com os isolados TR-11, EP3-13J, EP3-14J, EP4-1L,
EP4-8N, MIX 2, a estirpe de A. brasilense (Sp245) e controle nitrogenado, apresentaram
respostas significativas e foram superiores ao controle sem nitrogénio na cultivar BRS
TROPICAL, apresentando valores de incremento que variaram de 7% a 38%. Ja na cultivar
EPAGRI-109, somente os tratamentos EP3-16N e o controle com nitrogénio apresentaram
resposta significativas a inoculacao, na variavel massa fresca da parte aérea com incrementos
de 31% e 35%, respectivamente.
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Tabela 12. Massa fresca de parte aérea e raiz de plantas de arroz irrigado, cultivadas em condi¢cdes gnotobioticas e inoculadas com bactérias
diazotréficas aos 30 dias ap0s a inoculagcdo (média de quatro repeticées).

Massa fresca da parte aérea. (mg.pl™)

Massa fresca da raiz (mg.pl™)

Tratamentos
IR42 BRS TROPICAL EPAGRI-109 IR42 BRS TROPICAL EPAGRI-109
S. inoc 75,0Aa 84,0B a 98,0B a 470Ba 65,0 Aa 530Aa
Sp 245 770ADb 116,0Aa 1010Ba 48,0Ba 540Aa 42,0Ba
ZAE 94 63,0Aa 710Ba 88,0B a 580ADb 59,0ADb 790Aa
CBAmMC 67,0Aa 78,0Ba 83,0Ba 50,0Ba 450B a 36,0Ba
AZO TOTAL 60,0Aa 710Ba 79,0B a 76,0Aa 61,0Aa 61,0Aa
TR-I11 77,0Aa 1040Aa 88,0Ba 410Ba 50,0Ba 31,0Ba
TR-N1 540ADb 80,0Ba 97,0Ba 430Ba 63,0Aa 50,0Aa
EP3-1L 540ADb 86,0B a 940Ba 37,0Ba 410Ba 42,0Ba
EP3-2L 71,0Aa 78,0B a 95,0Ba 40,0 Ba 380Ba 38,0Ba
EP3-7L 640ADb 103,0Aa 90,0Ba 32,0Ba 42,0B a 290Ba
EP3-13J 470ADb 90,0Aa 88,0B a 36,0Ba 440Ba 520Aa
EP3-14J 66,0 Aa 84,0B a 85,0B a 46,0B a 540Aa 480Aa
Continua...
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Continuacgéo da Tabela 12:

EP3-16N 61,0Ab 650Bb 1290Aa 450Ba 470Ba 540Aa
EP4-1L 750Aa 91,0Aa 90,0Ba 700Aa 58,0Aa 520Aa
EP4-2] 700AD 82,0Bb 1000Ba 540Aa 460Ba 570Aa
EP4-5] 66,0 Ab 87,0Ba 106,0B a 440Ba 50,0 B a 550Aa
EP4-8N 61,0AD 1050Aa 97,0Ba 61,0Aa 530Aa 60,0 Aa
MIX 1 680AD 68,0 B b 92,0Ba 48,0 B a 590Aa 56,0 Aa
MIX 2 420 Ab 900Aa 700Ba 430Bb 710Aa 620Aa
COM. N 81,0Ab 93,0Ab 133,0Aa 390Ba 360Ba 320Ba
Média 65,0 b 86,0 b 95,0 a 480a 50,0 a 52,0a

C.V(%) 19,92 27,55

Médias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e mindsculas na linha, diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Na andlise da massa fresca da raiz, foi possivel observar respostas significativas a
inoculacéo e superiores ao tratamento sem inoculacdo na cultivar IR42, os isolados EP4-1L,
EP4-2J), EP4-8N e os padrdes bacterianos ZAE94 e o inoculante comercial AZOTOTAL
apresentaram incrementos que variaram de 14% a 61%. Nas cultivares BRS TROPICAL e
EPAGRI-109 foi possivel observar respostas positivas a inoculacdo, porem ndo diferentes
estatisticamente do tratamento ndo inoculado (Tabela 13).

Vérios estudos tém mostrado que a inoculacdo de bactérias em condi¢bes
gnotobidticas tem sido promissora na selecdo de isolados, para serem utilizados em condicGes
de casa de vegetacdo e futuramente a campo. Essa pré-selecdo permite avaliar um grande
namero de estirpe além de selecionar isolados com potencialidades para a promocao de
crescimento vegetal, além de permitir também avaliar o seu comportamento e o
comportamento de interacdo com o vegetal. Nestes testes tanto é possivel obter isolados que
possam contribuir positivamente com incremento de producdo quanto descartar isolados que
possam ter valores negativos de interacio (BALDANI et al, 2000; GUIMARAES et al, 2007;
ARAUJO et al, 2013).

SABINO et al. (2012) avaliando a influéncia da inoculagdo de bactérias diazotrdficas
no desenvolvimento inicial de plantas de arroz em condi¢Ges gnotobioticas, encontraram
grande variabilidade de resultado da inoculacdo de bactérias diazotroficas nas cultivares de
arroz IR42 e 1AC440, com resultados positivos e negativos de estirpes de diazotroficos nesse
experimento. Porem, os autores concluiram que a inoculacdo de estirpes de bactérias
diazotroficas com a aplicacdo de nitrogénio propiciou maiores acimulos de biomassa fresca
nas cultivares de arroz testadas.

Na analise da massa seca da parte aérea foi possivel observar que a cultivar EPAGRI-
109 foi responsiva a inoculacdo, em comparagdo com as cultivares BRS TROPICAL e IR42
gue ndo apresentaram respostas significativas a nenhum dos tratamentos avaliados (Tabela
13). Os tratamentos EP3-16N e o Controle com nitrogénio (COM. N) apresentaram respostas
significativas e foram superiores ao Controle sem nitrogénio na cultivar EPAGRI-109
variando de 30% a 39% respectivamente.

Os resultados de massa seca da raiz mostraram respostas significativas superiores ao
controle sem inoculacdo na cultivar IR42 inoculada com o isolado EP4-1L e com o inoculante
comercial AZOTOTAL, com incrementos de 27% e 31%, respectivamente. Nas cultivares
BRS TROPICAL e EPAGRI-109 foi possivel observar respostas positivas a inoculacéo,
porem nao diferentes estatisticamente do tratamento n&o inoculado.

Baldani et al. (2000) selecionando isolados de bactérias diazotroficas em plantas de
arroz em condic¢des gnotobidticas, visando a promoc¢do do crescimento vegetal. Selecionou
em quatro experimento nessas condigdes, seis estirpes de Herbaspirillum seropedicae, para
serem testadas utilizando a técnica da diluicdo isotdpica com 15 N. Os autores encontraram
efeitos positivos da inoculagdo das estirpes de até 54% na cultivar Guarani quando inoculado
a estirpe ZAE 94.

ARAUJO et al. (2013) utilizando a inoculacdo de bactérias diazotroficas em condi¢oes
gnotobioticas para a selecdo de isolados e cultivares a serem testadas em casa de vegetacéao.
Encontraram incrementos de biomassa de 48, 28 e 21%, nas variedades Cana Forte, Cana
Roxa e IR42 respectivamente, quando inoculadas com a estirpe AR3122 de A. amazonense.
Os autores tambem verificaram efeito negativo na acumulagdo de biomassa quando da
inoculagéo da estirpe de AR1122 de B. vietnamiensis. Além de terem verificados que algumas
variedades respondem melhor a inoculacdo que outras. Justificando a pré selecdo como
método eficaz para se obter resultados mais robustos de inoculagdo com bactérias
diazotroficas.

34



Tabela 13. Massa seca de parte aérea e raiz de plantas de arroz irrigado, cultivadas em solucdo de Hoagland inoculadas com bactérias
diazotroficas aos 30 dias apos a inoculagdo, (média de quatro repetigdes).

Massa fresca da parte aérea (mg.pl™)

Massa seca da raiz (mg.pl™)

Tratamentos
IR42 BRS TROPICAL EPAGRI-109 IR42 BRS TROPICAL EPAGRI-109
S. inoc 980ADb 1280 Aa 13,30Ba 540Ba 560Aa 6,50 Aa
Sp 245 10,30 A b 16,60 Aa 14,10B a 540Ba 6,60 Aa 5,00Ba
ZAE 94 7,70 Ab 12,10Aa 13,10Ba 550 B a 5,00Ba 6,10 Aa
CBAMC 8,80 Aa 11,60 Aa 1150B a 510Ba 500Ba 450Ba
AZO TOTAL 840AD 1140Aa 13,00Ba 6,90 Aa 6,60 Aa 6,10A a
TR-11 10,20 Aa 1390 Aa 12,60 B a 550Ba 530Ba 410Ba
TR-N1 790Ab 11,80 Aa 13,80B a 490B a 6,30 Aa 570 Aa
EP3-1L 7,20Ab 13,00 Aa 13,60 B a 410Ba 530Ba 560Aa
EP3-2L 930Aa 10,90 A a 13,00B a 510Ba 430Ba 480Ba
EP3-7L 7,60 Ab 13,80 Aa 1250B a 480Ba 520Ba 450Ba
EP3-13J 570Ab 12,70Aa 13,20B a 4,00Bb 480Bb 6,30 Aa
EP3-14] 8,60 Aa 10,80 A a 11,70B a 530Ba 510Ba 580Aa
Continua...
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Continuacao da Tabela 13:

EP3-16N 830Ab 9,50 Ab 17,30 Aa 520Ba 500 B a 540 Aa
EP4-1L 970 Ab 1390 Aa 12,90 B a 710Aa 6,10 Ab 520Bb
EP4-2] 9,10Ab 1190 Aa 1360Ba 540B b 560 Ab 6,80 Aa
EP4-5] 850 Ab 1320Aa 15,00 B a 510Ba 410Ba 550 Aa
EP4-8N 790 Ab 1400 A a 1320Ba 5,00 B a 550 Aa 530Ba
MIX 1 880AD 10,00 A b 12,90Ba 570Ba 560Aa 550 Aa
MIX 2 550 Ab 12,80 Aa 9,90 B a 450 B b 6,60 Aa 550 Ab
COM. N 10,80 A b 13,40 Ab 1850 A a 370Ba 3,60Ba 4,40B a
Média 8,50 ¢ 12,50 b 13,50 a 520a 540a 550a
C.V(%) 19,91 17,59

Médias seguidas de letras distintas, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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A relacdo raiz/parte aérea da massa seca foi afetada significativamente pelo efeito dos
tratamentos de inoculacdo nas cultivares IR42 e BRS TROPICAL, e ndo provocou respostas
para a cultivar EPAGRI-109 (Tabela 14), de modo geral, alguns tratamentos apresentaram
incrementos na relacdo raiz/parte aérea em relagdo a testemunha para a cultivar IR42,
destacando os tratamentos de inoculacdo com bactérias do género Azospirillum (AZO
TOTAL, EP3-14J e EP4-1L) e Herbaspirillum (ZAE-94). Para a cultivar BRS TROPICAL se
destacaram os tratamentos bacterianos TR-N1 do géneros Herbaspirillum e EP3-16N
pertencente ao género Paenibacillus.

Mudancas na arquitetura de raizes de trigo pela inoculacdo de Azospirillum spp estéo
associadas ao aumento de pélos radiculares, e raizes laterais, relacionada principalmente pela
sintese de AIA (DOBBELAERE et al., 2003). Em contraste, Rodrigues et al. (2008)
encontrou que a inoculagdo de A, amazonense em condigBes gnotobidticas reduziu o
crescimento da raiz e parte aérea, quando comparado ao controle, mostrando efeitos negativos
do excesso de AIA no meio.

Tabela 14. Relacdo Raiz/Parte aérea da massa seca plantas de arroz irrigado, cultivadas
em solucdo de Hoagland inoculadas com bactérias diazotréficas aos 30 dias apds a
inoculacdo, (média de quatro repetices).

Relacdo Raiz/Parte aérea

Tratamentos
IR42 BRS TROPICAL EPAGRI-109
S. inoc 0,55 Ba 0,48 Aa 0,50 Aa
Sp 245 0,52 Ba 0,40 Ba 0,37 Aa
ZAE 94 0,75 Aa 0,44 Bb 0,48 Ab
CBAmMC 0,58 Ba 0,45 Ba 0,40 Aa
AZO TOTAL 0,85 Aa 0,58 Ab 0,47 Ab
TR-I1 0,55 Ba 0,39 Bb 0,34 Ab
TR-N1 0,64 Ba 0,53 Aa 0,41 Aa
EP3-1L 0,60 Ba 0,41 Ba 0,45 Aa
EP3-2L 0,55 Ba 0,40 Ba 0,37 Aa
EP3-7L 0,63 Ba 0,37 Bb 0,37 Ab
EP3-13J 0,76 Aa 0,38 Bb 0,49 Ab
EP3-14J] 0,63 Ba 0,48 Aa 0,53 Aa
EP3-16N 0,62 Ba 0,52 Aa 0,32 Ab
EP4-1L 0,73 Aa 0,44 Bb 0,42 Ab
EP4-2] 0,61 Ba 0,47 Aa 0,52 Aa
EP4-5] 0,60 Ba 0,30 Bb 0,39 Ab
EP4-8N 0,64 Ba 0,40 Bb 0,40 Ab
MIX 1 0,67 Ba 0,57 Aa 0,43 Ab
MIX 2 0,84 Aa 0,53 Ab 0,56 Ab
COM. N 0,37 Ba 0,27 Ba 0,24 Aa
Média 0,63a 0,45b 0,42 b
C.V(%) 22,89

Médias seguidas de letras distintas, minusculas na linha e maiusculas na coluna, diferem entre si
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

De um modo geral, pode-se observar incrementos positivos da inoculagdo com o0s
tratamentos Sp 245, EP4-1L, ZAE94; AZO TOTAL,TR-I1; EP3-7; EP3-16N; EP4-1L , EP4-
2J; EP4-5]; EP4-8N e MIX 2 (Tabela 15). Nesses tratamentos foram obtidos incrementos de
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biomassa superiores ao tratamento nao inoculado e ndo adubado. J& os tratamentos CBAMC,;
TR-N1; EP3-1L; EP3-2L; EP3-13J; EP3-14J) e MIX 1, foram inferiores aos controles usados
no experimento. Esses resultados foram utilizados para selecionar os isolados EP4-1L de
Azospirillum amazonense e EP4-2) de Azospirillum sp, além das estirpes padrdes
Azospirillum brasilense (Sp245) e Herbaspirillum seropedicae (ZAE94), e o inoculante
comercial AZOTOTAL para serem usados em experimento em casa de vegetacéo.

Tabela 15. Incremento na biomassa de pléntulas de arroz das cultivares IR42, BRS
TROPICAL e EPAGRI-109.

Percentagem de incremento na biomassa total (%0)

Biomassa fresca Biomassa seca
Tratamentos BRS EPAGRI- EPAGRI-

IR42 TROPICAL 109 IR42 BRSTROPICAL 109

Sp 245 2,4 12,4 -5,6 3,2 20,7 -3,7
ZAE 94 -0,8 -14,6 9,6 -15,2 -7,6 -3,1
CBAMC -4,3 21,1 -26,9 9,4 -10,8 -23,8
AZO TOTAL 10,3 -12,9 -7,9 0,7 -2,2 -3,7
TR-I11 -3,4 3,2 -26,9 3,2 4,2 -18,6
TR-N1 -25,8 -4,2 -2,7 -18,8 -1,7 -1,5
EP3-1L -34,1 -17,3 -11,0 -34,5 -0,5 -3,1
EP3-2L -9,9 -28,4 -13,5 -5,6 21,1 -11,2
EP3-7L -27,1 -2,8 -26,9 -22,6 3,2 -16,5
EP3-13J -47,0 -11,2 -7,9 -52,0 5,1 -1,5
EP3-14) -8,9 -8,0 -13,5 9,4 -15,7 -13,1
EP3-16N -15,1 -33,0 17,5 -12,6 -26,9 12,8
EP4-1L 15,9 0,0 -6,3 9,5 8,0 -9,4
EP4-2] 1,6 -16,4 3,8 -4.8 5,1 2,9
EP4-5] -10,9 -8,8 6,2 -11,8 -6,4 3,4
EP4-8N 0,0 5,7 3,8 -17.8 5,6 -7,0
MIX 1 -5,2 -17,3 -2,0 -4.8 -17,9 -7,6
MIX 2 -43,5 7,5 -14,4 -52,0 52 -28,6
COM. N -1,7 -15,5 8,5 -4,8 -8,2 13,5

4.6. Inoculacdo de Bactérias Diazotroficas em Diferentes Variedades de Arroz e Doses de
Nitrogénio em Vasos em Casa de Vegetacao

A populacdo de bactéria diazotroficas presente na terra utilizada como substrato para a
implantagcdo do experimento foi baixa (Tabela 16), bem diferente dos valores encontrados
nesse trabalho quando isolou bactéria diazotroficas associado a rizosfera da planta de arroz. Ja
que os exsudatos vegetais na rizosfera, tais como aminoacidos e agucares, fornecem uma rica
fonte de energia e nutrientes para as bactérias, resultando em populagdes bacterianas maior na
rizosfera do que fora da area de influencia da mesma (GRAY e SMITH, 2005).

Tabela 16. Nimero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas presente na terra
utilizada como substrato.

Amostra Log do n° de células g™* de terra
Terra NFb LGI JNFb
3,65 4,18 3,65
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O meio LGI semi-seletivo para Azospirillum amazonense recuperou maior valor de
bactérias diazotroficas, quando comparados aos meios NFb (semi seletivo para A. brasilense e
A. lipoferum) e JNFb (semi seletivo para Herbaspirillum spp.).

A contagem do numero de células vidveis presentes nos inoculantes mostrou uma
populacdo acima de 10° células tanto na contagem de UFC, quanto na contagem de NMP
realizadas (Tabela 17). A recomendacdo de inoculagdo € que a populagdo no inoculante seja
superior a 10° células g™ para que os microorganismos sejam capazes de se estabelecerem no
solo e de competir com 0s microorganismos nativos e sobreviver as condigdes adversas no
solo (BASHAN, 1998; HUNGRIA et al., 2005). FERREIRA et al., (2010) selecionando
inoculantes a base de turfa concluiram que a sobrevivéncia das bactérias diazotréficas
utilizadas no inoculante turfoso foi mantida em 10 células g™ de inoculante até 110 dias de
armazenamento, e foi independentemente do tipo de turfa utilizada.

Os resultados mostraram valores inferiores para a contagem de unidades de células
formadoras de col6nia (UFC) quando comparamos com os resultados de numeros mais
provavel (NMP) realizados nos inoculantes ap6s 24 horas de maturacdo. Porém em todas as
contagens foram encontrados valores superiores a 10° células por grama ou mL de inoculante.

Tabela 17. Contagem de bactérias realizadas no inoculante produzido e utilizado no
experimento em vasos em casa de vegetacao.

Log(10) do nimero de celulas

Tratamentos meios de cultura UFCml'  meiosdecultura NMP g™
solido semi solido
Sp245 NFB 3X 8,25 NFb 9,04
ZAE 94 NFB 3X 8,36 JNFb 10,04
60 2 LGI 8,25 LGI 10,04
68 2 B1 NFB 3X 8,14 NFb 9,38
Azo Total - - NFb 8,65

- Néo realizado.

A contagem do NMP de bactérias diazotroficas presentes nas raizes lavadas e
adubadas com 30 kg N ha™, avaliadas durante o estadio de desenvolvimento vegetativo e
maturacdo de grdos, mostrou a presenca de bactérias diazotréficas em todos os tratamentos
inoculados assim como nos tratamentos ndo inoculados (Tabela 18). Porém, ndo foram
detectadas diferencas acentuadas entre a populacdo de bactérias dos tratamentos inoculados e
ndo inoculados. Em todos os tratamentos e épocas de coleta foi verificado concentracbes de
bactérias diazotréficas maior que 10 células por grama de massa fresca. Ferreira (2008) e
Bonilla (2011) utilizando a técnica de NMP encontraram valores nas raizes de arroz similares
aos reportados nesse trabalho. Esses autores tambeém ndo observaram diferencas entre os
tratamentos inoculados e ndo inoculados nas cultivares de arroz IR 42 e IAC 4440.

Varios autores tém reportado valores de NMP nas raizes de planta de arroz na ordem
de 10% a 10° células por grama de massa fresca. Essa variabilidade de resultados se deve ao
gendtipo da planta; tipo de solo; estadio fonoldgico da planta e metodologia usada na
contagem (KUSS et al., 2007; RODRIGUES et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008).
VIDEIRA (2008) reportou influencia da adubacdo nitrogenada na contagem de NMP em
plantas de arroz, quando do aumento da dose de nitrogénio aplicada. Por outro lado,
FERREIRA (2008) ndo observou efeito da adubacdo nitrogenada sobre a populacdo de
bactérias diazotroficas nas plantas de arroz, independente da parte da planta e variedade.

Apesar da técnica do numero mais provavel (NMP), ser bom indicativo para verificar
a inoculacdo, ndo é um método eficaz para a comprovacao, pois ndo € capaz de discriminar se
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a populacdo presente foi oriunda ou ndo da inoculacdo. Técnicas moleculares como o DGGE
sdo mais precisas em responder essas questdes e quando possivel devem ser utilizadas.

Tabela 18. Numero mais provavel (NMP) de bactérias diazotrdficas presentes nas raizes
de plantas de arroz das cultivares EPAGRI-109 e BRS TROPICAL nas fases de
desenvolvimento vegetativo (60 DAP) e de maturacdo de graos (120 DAP) adubadas
com 30 kg de N h&™,

Fase vegetativa

Fase de maturacéo dos gréaos

Tratamento Meio de EPAGRI - BRSTROPICA EPAGRI- BRSTROPICA
Cultura 109 L 109 L

inol:j;do NFb 4,63+0,19 6,83 £ 0,56 5,74 +£0,31 5,74 +0,31
JNFB 4,94 +0,85 6,91 +0,51 5,88 £ 0,50 6,22 +0,76
LGI 5,10+ 0,95 6,59 £ 0,27 5,74 +0,31 6,08 £ 0,81
Sp245 NFb 5,92 + 0,47 6,41 +0,78 6,48 + 0,15 6,40 £ 0,24
ZAE 94 JNFb 5,63 +0,03 6,43 +0,71 5,67 £0,29 6,69 + 0,33
EP4-1L LGl 6,20 + 0,75 6,01 +0,38 6,56 £ 0,15 6,78 £ 0,23
EP4-2] NFb 6,22 +0,73 5,97 £ 0,33 6,74 £ 0,40 6,91 +£0,23
Azo Total NFb 6,03 £ 0,09 5,85+ 0,63 6,78 £ 0,23 6,87 £ 0,42

A analise de variancia (Anexo E) mostrou diferenca significativa quanto a inoculagédo
somente na varidvel nimero de panicula. Para as demais, altura e nimero de perfilho aos 60
DAP, massa seca total aos 60 e 120 DAP, peso de 100 gréos, producdo de grdos por planta e
biomassa total (incluido producdo de gréos), ndo houve diferenca (nivel de 5%) (Tabela 19).

A inoculacdo de bactérias diazotréficas produziu incrementos significativos no
namero de paniculas por planta, dependendo da estirpe inoculada, cultivar e dose de N. O
inoculante comercial AZOTOTAL e as estirpes EP4-1L de A. amazonense e Sp245 de A.
brasilense aumentaram significativamente a producdo de panicula na cultivar EPAGRI-109
em 23,96%, 19,80% e 39,93%, respectivamente, na dose de 30 Kg ha™ (Tabela 19).

O desdobramento da inoculagdo proporcionou diferencas significativas dentro de
doses de nitrogénio para as variaveis massas seca total 120 DAP e Biomassa total. E dentro
de Cultivares proporcionou diferencas significativas para as variaveis massas seca total aos 60
DAP, massa seca total aos 120 DAP e para humero de paniculas.

As andlises de massa seca total aos 60 e 120 DAP mostrou em ambas as variedades,
que a inoculacdo promoveu aumentos nestes parametros, porém foi dependente da cultivar e
doses de nitrogénio utilizadas. Para massa seca total aos 60 DAP as estirpes Sp245 de A.
brasilense e ZAE94 de H. seropedicae promoveram incremento significativos de 16,80% e
23,65% na dose de 120 Kg ha™ na cultivar BRS TROPICAL e as estirpes EP4-1L de A.
amazonense e EP4-2J) de Azospirillum sp, de 15,40% e 16,20% na cultivar EPAGRI-109 para
a mesma dose. Para massa seca total aos 120 DAP as estirpes EP4-1L de A. amazonense e
Sp245 de A. brasilense promoveram incrementos significativos de 30,77% e 36,30%
respectivamente, na dose de nitrogénio de 60 Kg ha™ de N na cultivar EPAGRI-109.

Guimaraes et al. (2003) analisando o efeito da inoculacdo de bactérias diazotréficas
em arroz de sequeiro encontrou no experimento em casa de vegetacédo diferencas de resposta a
inoculagdo em plantas de arroz ao longo do tempo. Aos 40 dias apds o transplantio foram
observadas diferencas significativas quanto a inoculacdo chegando a 111% em relagédo ao nédo
inoculado. Porém, 70 dias ap0s o transplantio ndo foram observadas diferencas significativas
em relacdo a matéria seca produzida. No campo, os autores observaram aumento na producgédo
de grédos de até 50%, com inoculagdo da estirpe ZAE94 de H. seropedicae.
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Tabela 19. Inoculacdo de bactérias diazotréficas nos parametros altura e perfilhno aos 60 DAP, Massa seca total aos 60 DAP e aos 120 DAP;
numero de panicula; peso de 100 gréos e producao de graos nas cultivares de arroz BRS TROPICAL e EPAGRI-109 em diferentes doses de

adubacdo nitrogenada.

Altura 60 DAP Perfilho 60 DAP Massa seca Massa seca Paniculas Pes0100 Producéo de Gréos
(cm.planta™ (Planta™) total 60 DAP total 120 DAP (Planta™) Graos (g) (g.planta™)
Dose Inoculagéo (g.planta™) (g.planta™)
BRS EPAGRI- BRS EPAGRI- BRS EPAGRI- BRS EPAGRI- BRS EPAGRI- BRS EPAGRI- BRS EPAGRI-
TROPICAL 109 TROPICAL 109 TROPICAL 109 TROPICAL 109 TROPICAL 109 TROPICAL 109 TROPICAL 109
30kgde N K INOC 74,81 Aa 69,38 Aa 4,25 Aa 4,00 Aa 12,00 Aa 12,54 Aa 27,45 Aa 28,44 Aa 3,50 Aa 3,13 Ba 2,83 Aa 2,76 Aa 7,96 Aa 5,89 Ab
30kg de N AZOTOTAL 68,19 Ba 66,69 Aa 3,88 Aa 3,50 Aa 12,76 Aa 11,11 Aa 24,32 Aa 26,15 Aa 2,88 Ab 3,88 Aa 2,74 Aa 2,74 Aa 8,09 Aa 7,51 Aa
30 kg de N ZAE94 67,75 Ba 63,94 Aa 3,63 Aa 3,75 Aa 10,33 Ab 13,91 Aa 24,33 Aa 28,67 Aa 3,13 Aa 3,25 Ba 2,80 Aa 2,62 Aa 6,94 Aa 7,77 Aa
30 kg de N Sp245 74,19 Aa 65,75 Ab 3,50 Aa 4,13 Aa 10,69 Aa 11,52 Aa 23,43 Aa 23,78 Aa 3,13 Ab 4,38 Aa 2,75 Aa 2,74 Aa 8,13 Aa 8,26 Aa
30 kg de N EPA-1L 67,19 Ba 70,25 Aa 3,38 Aa 3,88 Aa 10,09 Aa 12,19 Aa 21,71 Ab 29,08 Aa 3,13 Aa 3,75 Aa 2,78 Aa 2,46 Aa 8,18 Aa 7,24 Aa
30kgde N EP4-2) 69,94 Ba 67,63 Aa 2,75 Aa 4,13 Aa 10,66 Ab 13,95 Aa 27,62 Aa 30,51 Aa 3,25 Aa 3,13 Ba 2,75 Aa 2,74 Aa 7,75 Aa 7,57 Aa
60 kg de N R INOC 74,44 Aa 71,31 Aa 3,63 Aa 4,88 Aa 11,61 Aa 13,42 Aa 27,37 Aa 25,31 Ba 3,50 Aa 3,63 Aa 2,75 Aa 2,82 Aa 9,00 Aa 7,70 Aa
60 kg de N AZOTOTAL 77,56 Aa 72,69 Aa 3,88 Aa 5,25 Aa 12,37 Aa 15,19 Aa 26,68 Aa 29,70 Ba 3,38 Aa 4,00 Aa 2,90 Aa 2,72 Aa 8,81 Aa 8,37 Aa
60 kg de N ZAE94 75,00 Aa 72,13 Aa 4,25 Aa 4,63 Aa 13,27 Aa 14,64 Aa 29,88 Aa 32,11 Aa 3,75 Aa 4,25 Aa 2,62 Aa 2,35 Aa 8,63 Aa 7,11 Aa
60 kg de N Sp245 73,88 Aa 69,75 Aa 4,00 Aa 4,38 Aa 12,35 Aa 14,64 Aa 29,18 Ab 34,50 Aa 3,63 Aa 3,88 Aa 2,85 Aa 2,86 Aa 8,68 Aa 6,51 Ab
60 kg de N EP4-1L 72,56 Aa 71,94 Aa 4,25 Aa 4,38 Aa 13,58 Ab 17,99 Aa 29,03 Aa 33,10 Aa 3,88 Aa 4,00 Aa 2,75 Aa 2,63 Aa 9,40 Aa 7,46 Ab
60 kg de N EP4-2) 75,06 Aa 73,56 Aa 4,13 Aa 5,63 Aa 12,08 Ab 15,76 Aa 26,50 Aa 29,95 Ba 3,25 Aa 3,63 Aa 2,91 Aa 2,74 Aa 8,52 Aa 7,88 Aa
90 kg de N N INOC 82,44 Aa 74,75 Ab 5,25 Aa 6,63 Aa 14,06 Aa 16,01 Aa 26,95 Aa 29,09 Aa 3,88 Aa 4,25 Aa 2,72 Aa 2,64 Aa 9,19 Aa 8,90 Aa
90 kg de N AZOTOTAL 78,94 Ba 70,75 Ab 5,00 Aa 6,50 Aa 15,61 Aa 14,57 Aa 28,61 Aa 27,61 Aa 4,13 Aa 4,38 Aa 2,72 Aa 2,72 Aa 10,22 Aa 9,10 Aa
90 kg de N ZAE94 75,63 Ba 72,88 Aa 5,13 Aa 5,88 Aa 14,59 Aa 15,57 Aa 32,95 Aa 31,66 Aa 4,00 Aa 3,88 Aa 2,71 Aa 2,65 Aa 10,25 Aa 9,08 Aa
90 kg de N Sp245 85,13 Aa 75,25 Ab 5,00 Aa 4,63 Aa 13,60 Aa 14,53 Aa 27,66 Aa 30,71 Aa 3,88 Aa 4,38 Aa 2,64 Aa 2,68 Aa 10,15 Aa 8,90 Aa
90 kg de N EP4-1L 77,25 Ba 74,88 Aa 6,50 Aa 5,50 Aa 15,62 Aa 16,91 Aa 30,30 Aa 35,14 Aa 4,25 Aa 4,00 Aa 2,99 Aa 2,71 Aa 9,44 Aa 8,39 Aa
90 kg de N EP4-2] 79,25 Ba 76,44 Aa 5,75 Aa 5,88 Aa 15,31 Aa 16,06 Aa 30,29 Aa 29,90 Aa 3,88 Aa 4,13 Aa 2,73 Aa 2,90 Aa 10,45 Aa 9,01 Aa
120 kg de N R INOC 81,75 Aa 76,00 Aa 6,63 Aa 7,38 Aa 14,16 Bb 17,40 Ba 35,52 Aa 36,07 Aa 4,50 Aa 4,50 Aa 2,43 Ab 2,86 Aa 10,90 Aa 9,74 Aa
120 kg de N AZOTOTAL 81,00 Aa 76,63 Aa 6,63 Aa 6,50 Aa 14,49 Bb 18,03 Ba 32,97 Aa 37,97 Aa 4,50 Aa 5,13 Aa 2,66 Aa 2,69 Aa 10,31 Aa 10,90 Aa
120 kg de N ZAE94 81,00 Aa 78,69 Aa 7,38 Aa 6,75 Aa 17,51 Aa 16,26 Ba 33,93 Aa 34,05 Aa 3,88 Aa 4,63 Aa 2,75 Aa 2,59 Aa 10,64 Aa 9,21 Aa
120 kg de N Sp245 83,38 Aa 76,88 Ab 6,50 Aa 7,50 Aa 16,54 Aa 18,19 Ba 33,45 Aa 35,56 Aa 4,38 Ab 5,38 Aa 2,78 Aa 2,61 Aa 11,24 Aa 8,93 Ab
120 kg de N EP4-1L 78,75 Aa 74,38 Aa 6,88 Ab 8,63 Aa 15,11 Bb 20,08 Aa 30,99 Ab 38,85 Aa 5,00 Aa 4,75 Aa 2,75 Aa 2,65 Aa 10,69 Aa 9,26 Aa
120 kg de N EP4-2) 81,00 Aa 73,81 Ab 6,88 Aa 7,13 Aa 13,57 Bb 20,22 Aa 33,77 Aa 30,01 Ba 4,38 Aa 4,13 Aa 2,75 Aa 2,71 Aa 10,95 Aa 8,72 Ab
CcV 5,9 21 14,2 11,7 9,74 8,55 13,74

Meédias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e minudsculas na linha para cada parametro diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade
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Ferreira (2008) avaliando a inoculacdo Herbaspirillum seropedicae em duas cultivares
de arroz irrigado em condicdo de campo em diferentes doses de N, encontrou maxima
resposta a inoculacdo no tratamento de 20 kg de N ha' acrescido da inoculacdo em
comparagdo ao tratamento ndo inoculado e ndo adubado, 14 % em relagdo ao que recebeu
somente a inoculacdo e 20,5 % em relacdo ao que recebeu 20 kg de N ha* na cultivar IR42. Ja
Guimardes et al. (2010) observaram que os maiores acumulos de massa seca de plantas de
arroz foram observados nos tratamentos adubados com 50 e 100 kg ha™* de N.

Embora nédo fora observado efeito significativo, o tratamento de inoculagdo com o
inoculante comercial AZOTOTAL proporcionou incrementos positivos de 27,50%, 8,70%,
2,25% e 11,90% superior ao controle ndo inoculado na cultivar EPAGRI-109 na variavel
producdo de gréos nas doses de 30, 60, 90 e 120 kg ha™* de N, respectivamente (Tabela 19).
Na analise de Nitrogénio total desses grdos ndo houve diferenca significativa quanto a
inoculacdo (Anexo F).

Na andlise de regressdo para o desdobramento de doses e inoculacdo na variavel
biomassa total. Observou-se que a dose de nitrogénio proporcionou aumentos de biomassa
total nas duas cultivares e a méxima resposta na dose de 120 k ha™ da adubagéo (Figura 11).
Na cultivar BRS TROPICAL a inoculacdo com bactérias diazotroficas foi efetiva até a dose
de 90 kgha™de N e todos os isolados foram superiores ao tratamento ndo inoculado nessa
dose. Para a cultivar EPAGRI-109 houve isolados superiores ao tratamento inoculado em
todas as doses de nitrogénio.

FERREIRA (2008), trabalhando com diferentes doses de nitrogénio em trabalho de
inoculacdo de bactérias diazotroficas, encontrou maiores resposta a inoculacdo em baixas
doses de N, porém o autor também observou a partir da analise regressdo que as maiores
resposta a adubag&o ocorreu na maior dose usada no experimento (100 kg de N ha?).
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+ Polinomial(N4o inoculado) y= 0,002x2-0,278 + 42,02 R?=0,916 + Polinomial(N&o inoculado) y= 0,002x*0,249 + 39,35 R°=0,994
m Linear (AZOTOTAL) y=0,119x + 28,51 R?=0,992 m Polinomial(AZOTOTAL) y= 0,002x?-0,209 + 38,61 R?=0,897
A Linear (ZAE94) y=0,148x + 28,24 R?=0,919 A Linear (ZAE94) y=0,073x + 34,40 R°=0,988
X Linear (Sp245) y= 0,131x + 28,14 R?=0,896 X Linear (Sp245) y= 0,119x +30,30 R?=0,781
X Linear (EP3-1L) y= 0,122x + 28,20 R?=0,828 X Linear (EP3-1L) y= 0,134x + 31,85 R?=0,991
eLinear (EP3-2J) y=0,112x + 30,51 R?=0,880 ® N.S (EP3-2J) ndo se ajustou a nenhum modelo

Figura 11. Anélise de regressdo da variavel acuimulo de biomassa total em funcéo das doses
de nitrogénio (30, 60, 90 e 120 Kg. ha™®) nas variedades BRSTROPICAL (A) e EPAGRI-
109 (B). Inoculadas com AZOTOTAL, ZAE94, Sp245, EP3-1L, EP3-2J) e um tratamento
néo inoculado. Sob condigdes de casa de vegetacdo (media de 4 repeticoes).
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5. CONCLUSOES

Foram obtidos 39 isolados de bactérias diazotréficas nas cultivares EPAGRI-109 e
BRS TROPICAL, sendo 49% da parte aérea de arroz e 28% associado as raizes e 23%
provenientes do solo rizosférico.

Foram obtidos oito isolados pertencente ao género Azospirillum sp e dois isolados
identificados como Herbaspirillum seropedicae.

Os isolados selecionados como Promotoras do crescimento vegetal (PCV) foram
capazes de produzir incrementos em massa seca e fresca de arroz em condigdes
gnotobioticas.

A inoculagdo com bactérias diazotroficas em condicGes de casa de vegetacdo
proporcionou aumento significativo no numero de panicula da cultivar EPAGRI-109.
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7. ANEXOS

A — Solucdes Utilizadas

Solucéo salina para diluicéo seriada
K,HPO,

MgSO,

NaCl

CaCl,.2H,0

FeEDTA

Sol. de micronutrientes para meio de cultura

sol. 10 %
sol. 10 %
sol. 10 %
sol. 1%
sol. 1,64 %

Ajustar o pH para 6,5 com solucdo de H,SO, a 5%

Completar para 1000 ml com agua destilada

Solugéo de micronutrientes para meio de cultura

Na,Mo00,.2H,0
MnSQO,.H,O
Hs;BO;
CuS0,.5H,0

ZnS0,.7H,0
Completar para 200 ml com agua destilada

Solucéo de vitaminas
Biotina
Piridoxol — HCL

1ml
0,5 ml
0,2 ml
0,5 ml
1ml
0,5 ml

0,200 g
0,235 g
0,280 g
0,008 g
0,024 g

10 ml
20 ml

Dissolver em banho-maria e completar o volume para 100 ml com &gua destilada

B — Meios de Cultivo

Meio JNFb (DOBEREINER et al., 1995) Acido malico

K,HPO,
K,HPO,
MgS0,.7H,0
NaCl
CaCl,.2H,0

Azul de bromotimol

FeEDTA

Sol. de micronutrientes para meio de cultura
Vitamina para meio de cultura

KOH

Extrato de levedura (somente para meio sélido)

sol. 10 %

sol. 10 %

sol. 10 %

sol. 10 %

sol. 1 %

sol. 0,5 % em 0,2 N de
KOH

sol. 1,64 %

59
6 ml
18 ml
2ml
1ml
2ml

2 ml

4 ml
2ml
1ml
45¢g
20
mg
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Meio LGl (MARGALHAES et al., Anais da Academia Brasileira de Ciéncias. V.

55, p. 417 - 430, 1983
Acucar cristal

K,HPO,

KH,PO,
MgS0,.7H,0
CaCl,.2H,0
Na,Mo00,.2H,0
FeCI3.6H20

Azul de bromotimol

FeEDTA
Vitamina para meio de cultura

Extrato de levedura (para meio sélido)

sol. 10 %

sol. 10 %

sol. 10 %

sol. 10 %

sol. 0,1 %

sol. 1 %

sol. 0,5 % em 0,2 N de
KOH

sol. 1,64 %

Ajustar o Ph para 6,0 - 6,2 com solucéo de H,SO, a 5%

Completar para 1000 ml com agua destilada

Adicionar 1,49 171 de agar para semi-sélido e 15g 17* para s6lido
Para meio liquido 1g por Litro de KNO; (Nitrato de potassio)

59
2ml
6 ml
2ml
2ml
2ml
2ml

5ml

4 ml
1ml
20
mg

Meio NFb (BALDANI & DOBEREINER, Soil Biology & Biochemistry. Oxford,.

v. 12, n.4, p 433 - 439, 1980)
Acido malico

K,HPO,

MgS0O,.7H,0

NaCl

CaCl,.2H,0
Azul de bromotimol
FeEDTA

Sol. de micronutrientes para meio de cultura

Vitamina para meio de cultura
KOH

Extrato de levedura (para meio sélido)

sol. 10 %
sol. 10 %
sol. 10 %
sol. 1%

sol. 0,5 %
sol. 1,64 %

Ajustar o pH para 6,5 com solucdo de KOH a 10%

Completar para 1000 ml com &gua destilada

Adicionar 1,69 17t de agar para semi-sélido e 15g 171 para solido
Para meio liquido adicionar 1g por Litro de NH,CL(Cloreto de amonio)

59
5ml
2 mi
1mil
2ml
2mi
4 ml
2 mi
1ml
45¢g

50
mg
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Meio DYGS (RODRIGUEZ NETO, Summa Phytopathologica, Campinas, v. 12, n.
1-2, p. 16, 1986.)

Glicose 29
Acido malico 29
Peptona bacterioldgica 159
Extrato de levedura 290
K;HPO, 0549
MgS0O,.7H,0 059
Acido glutdmico 1,59

Ajustar o pH com solucdo de KOH a 10%, pH 6,0 % para Herbaspirillum, pH 6,0 %
para Gluconacetobacter (menos &cido malico) ou pH 6,8 para Azospirillum.

Completar para 1000 ml com &gua destilada.

Meio Batata (BALDANI & DOBEREINER, Soil Biology & Biochemistry Oxford,
v. 12, n. 4, p. 433-439, 1980)

Batata cozida 200 g
Acido mélico 250
Acucar cristal 25¢
Solucdo de micronutrientes 2 ml
Solucdo de vitaminas 1ml

Pesar 200 g de batata e cozinhar em &gua destilada durante 30 minutos.

Paralelamente, adicionar o acido malico em 50 ml de 4gua destilada com 2 gotas de
azul de bromotimol solucdo a 0,5 % em 0,2 N de KOH. Adicionar o agucar cristal, o
micronutriente e a vitamina e ajustar o pH com KOH até atingir pH 6,8 — 7,0. Filtrar a
batata em algodao e juntar a solucéo preparada anteriormente ao filtrado. Completar o
volume para 1000 ml. Adicionar 1,84 g I"* de agar para semi-sélido e 15 g I* de agar
para sélido.

Meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999)

Glicose 10g
MgCl,.6H,0 5¢
KCI 029
(NH4)2804 0,1 g

Ajustar o pH para 7.

Para formac&o do precipitado, adicionar 100 ml K;HPO,4 (10 %), 50 ml CaCl, (10 %)
ou 5 g I'* de Ca3(PO,),.
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C — Reducao de Acetileno

ARA
solados (nmol de C,H, por ml h™) _ _
Média 24 h Média48h  Média72h Média 96 h
Sp245 0,12 161,14 36,99 -
ZAE94 0,00 0,43 57,54 1,17
CBAMC 0,00 0,53 1,08 31,06
EP3-1L 0,03 0,52 1,73 -
EP3-2L 1,45 6,79 13,86 37,81
EP3-3L 0,62 12,57 13,12 28,21
EP3-4L 0,00 0,26 5,30 8,53
EP3-5L 0,00 1,51 6,54 8,57
EP3-6L 2,09 8,37 10,72 26,29
EP3-7L 0,84 6,24 14,76 22,97
EP3-9J 0,00 0,00 0,05 0,33
EP3-10J 0,00 0,00 0,00 0,03
EP3-11J 0,00 0,00 0,01 0,08
EP3-12J 0,00 0,02 0,00 0,14
EP3-13J 0,00 137,72 23,28 -
EP3-14] 0,72 124,04 11,47 -
EP3-15N 0,93 8,59 1,03 -
EP3-16N 0,00 0,69 1,28 21,11
EP3-17N 0,00 0,00 0,95 0,58
EP4-1L 0,00 9,46 37,92 41,05
EP4-2] 0,00 194,75 9,42 -
EP4-3J 0,00 193,60 7,97 -
EP4-5J 0,27 102,96 4,98 -
EP4-8N 0,00 0,02 8,96 2,01
* * * * *
ZAE 94 0,00 0,46 44,01 1,48
Sp 245 0,00 119,78 105,26 0,00
TR-11 0,00 60,66 149,79 0,00
TR-N1 0,00 0,14 1,19 0,42
TR-N2 0,00 0,04 1,02 0,03
TR-N3 0,00 0,01 0,68 0,01
TR-N4 0,00 0,00 0,69 0,01
TR-N5 0,00 0,00 1,14 0,10
TR-N6 0,00 0,00 1,09 0,16
TR-N7 0,00 0,00 1,29 0,38
TR-N8 0,00 0,00 0,73 0,23
TR-N9 0,00 0,00 0,37 0,00
TR-N10 0,00 0,00 0,95 0,44
TR-N11 0,00 0,00 0,32 0,23
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D — Analises de Solo

CENTRO DE ANALISES

@

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
CAMPUS DR. LEONEL MIRANDA

Rod. do Agucar - km 5 Bairro: Penha
‘%ﬁ}

Campos dos Goytacazes/RJ CEP: 28022-560

Tel.: (22) 2733 0505 Fax: 022 723 1324

RESULTADOS DE ANALISES QUIMICAS DE SOLOS
Interessado: JAYME LANDIN

Data: 23/07/2012
Solicitagdo: 143/2012

S| T 1 % m| V Fe | Cu [ Zn| Mn [ S| B

4 - Talhdo 103 com Feijdo
5 - Talhdo 103 sem Feijdo
6 - Taldo 105 - Arroz - 5/ calogee
7 - Taldo 106 - Aoz - ¢/ (u l;,;/w,q .

Identificagio | pH [ P* | K* | ca [ Mg | Al [H+AI] Na | ¢ | MO

Lab. | Int. mg/dm’ __cmol /dm® % |g/dm’|___cmol /dm' __ | _ % mg/dm’
1297 4 47 13 18 40 1,6 1,0 12,1 1,14 329 56,7 72 193 82 12 37

1208 5 46 T 121 43 20 15 135 1,14 321 553 77 212 92 16 36

1299 6 46 7 144 25 12 16 113 072 264 455 48 161 64 25 30

1300 7 46 20 117 96 3,0 06 96 1,74 242 41,7 146 242 152 4 60

Cultura:

Local:

* Extrator Carolina do Norte

* O Laboratério sé se responsabiliza pelos dados analiticos

esponsgvel pelo Centro de Analises

S.B. = Soma de Bases

CONVERSOES:

m = Saturagdo de Aluminio

mg/de = ppm

V = Saturagdo de Base T=

emol ¢ /dm3 = meq/100 cm3

CTCapH7,0 t=CTC Efetiva
g/dm’ = %x 10
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

5 2 CAMPUS DR. LEONEL MIRANDA
Rod. do Agticar - km 5 Bairro: Penha
%’%m.ﬁyg Campos dos Goytacazes/RJ CEP: 28020-560
Tel.: 022 733 0505 Fax: 022 723 1324

RESULTADOS DE ANALISES QUIMICAS DE SOLOS

Interessado: JAIME VASCONCELOS

Data: 19/03/2009

Solicitagdo: 035/2009

Identificagdo pH | P* l K*| Ca I Mg I Al IH +A1| Na C

MO

SB.] T | t [m|[ V] Fe [culza[Mn[ s B

Lab. | Int. mg/dm’ cmol , /dm’ %

g/dm?

emol . /dm® % mg/dm’

A -
0 Corkizarg, -

85 T-104 42 24 26 3.1 14 3.7 198 029 3.75 647 49 247 86 43 20

Dbs: O laboratorio so se responsabiliza pelas analises laboratoriais
Local: Donana

Cultura:Milho Feijdo e Girassol * Extrator Carolina do Norte

Eng. Agr.Dr. Mauri dos S.Manh&es
Responsavel pelo laboratdrio

S.B. = Soma de Bases
T=CTCapH7,0

t = CTC Efetiva ‘

m = Saturagdo de Aluminio 3 :
V = Saturagio de Base b

Validade abril 2009

CONVERSOES

mg/dm® = ppm

cmol /dm’= meq/100 cm®
g/dm’® = %x 10
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E — Analise de Variancia:

. Massa seca x ;
Fonte de Altura 60 Perfilho 60 Massa seca total 120 Paniculas Peso100 Produgao de Bl_omassa ~total
s DAP DAP total 60 DAP 1 ~ Gréaos (incl. Gréaos)
variagao 1) 1 1 DAP (Planta™) Graos (g) 1 1
(cm.planta (Planta™) (9.planta™) 1 (9.planta™) (9.planta™)
(g9.planta™)

Bacteria 0,1544 0.6055 0,1263 0,2119 0,0186 0,7130 0,6225 0,4476
Dose de N 0,0000 0.0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2596 0,0000 0,0000
Variedade 0,0000 0,0014 0,0000 0,0000 0,0001 0,6432 0,0000 0,0573

Bac x DoseN 0,2085 0,7055 0,4989 0,0012 0,6335 0,0759 0,7529 0,0092

Bac x Var 0,0957 0,8145 0,0444 0,0193 0,0202 0,1417 0,5618 0,0700

DoseN X Var 0,3068 0,6854 0,0205 0,6282 0,5733 0,6226 0,2609 0,5398
CV 5,90 21,00 14,20 11,70 9,74 8,55 13,74 9,93
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F - Analise de Nitrogénio dos Graos:

N total Graos

Dose Inoculacédo BRS
TROPICAL EPAGRI-109
30kgdeN N INOC 1,12 Aa 1,10 Aa
30kgdeN AZOTOTAL 1,02 Aa 1,11 Aa
30kgdeN ZAE9%4 1,12 Aa 0,93 Ab
30kgdeN Sp245 1,12 Ab 0,99 Aa
30kgdeN EP4-1L 1,07 Aa 1,09 Aa
30kgdeN EP4-2J 1,03 Aa 1,04 Aa
60 kg de N N INOC 1,06 Aa 1,11 Aa
60 kg de N AZOTOTAL 1,00 Aa 1,14 Aa
60 kg de N ZAE9% 1,08 Aa 1,10 Aa
60 kg de N Sp245 1,12 Aa 1,15 Aa
60 kg de N EP4-1L 1,09 Aa 1,12 Aa
60 kg de N EP4-2] 1,13 Aa 1,05 Aa
90 kgdeN N INOC 1,10 Aa 1,14 Aa
90 kgde N AZOTOTAL 1,15 Ab 1,14 Aa
90 kgde N ZAE94 1,08 Aa 1,11 Aa
90 kgdeN Sp245 1,12 Aa 1,08 Aa
90 kgdeN EP4-1L 1,12 Aa 1,09 Aa
90 kgde N EP4-2] 1,12 Aa 1,14 Aa
120 kgde N N INOC 1,17 Aa 1,08 Aa
120 kgde N AZOTOTAL 1,17 Aa 1,16 Aa
120 kgde N ZAE9% 1,20 Aa 1,22 Aa
120 kg de N Sp245 1,17 Aa 1,12 Aa
120 kgde N EP4-1L 1,19 Aa 1,17 Aa
120 kgde N EP4-2] 1,19 Aa 1,24 Aa

CV

7,50

Médias seguidas de letras distintas, mintsculas na linha e mailsculas na coluna, diferem entre si pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.



